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(Aus dem Organisch-Chemischen Institut, Biochem. Abt., 
der Universitat Gottingen) 


Erfahrungen mit Streptomyceten-Dauerkulturen 


Von 
WERNER FROMMER 


(Hingegangen am 21. Juni 1956) 


Obwohl die Streptomyceten in den letzten Jahren besonders durch die 
Vielzahl der von ihnen gebildeten Antibiotica eine groBe industrielle Be- 
deutung gewonnen haben, findet man in der Literatur nur wenige, zer- 
streute Angaben tiber die Haltbarkeit von Streptomyceten-Dauer- 
kulturen. 

Haynes, WICKERHAM u. HmssELTINE (1955) berichten itber ihre Erfahrungen mit 
gefriergetrockneten Dauerkulturen. Alle Stiémme mit guter Sporenbildung konnten 
mit Erfolg lyophilisiert werden und sind zum Teil nach beinahe 8 Jahren noch am 
Leben (HEssELTIN®, persénliche Mitteilung). Allerdings war es in einigen Fallen 
schwierig, die Stamme zu der fiir die Gefriertrocknung notwendigen Sporenbildung 
zu bringen. AuBerdem zeigte sich nach der Lyophilisierung meist sehr schlechte 
Sporenbildung. CarvasaL (1953) fand nach achtjahrigem Aufbewahren in lyo- 
philisierter Form bei Streptomyces griseus noch dieselbe Streptomycin-Ausbeute. 

Die bei den Pilzen oft mit guten Erfolgen angewandte Haltung in steriler Erde 
(siche THom u. Raper 1945 und Raper u. THom 1949) beschreibt bei Strepto- 
myceten JonzEs (1946): 9 Stiimme hielten sich in steriler Erde 414 Jahre lang, ohne 
sich zu verandern, wahrend die in dieser Zeit auf verschiedenen Nahrbéden ge- 
wachsenen und 6fters abgeimpften Parallelkulturen verschiedene Abweichungen von 
den Ausgangskulturen zeigten. Auch CarvasaL (1953) berichtet von guten Er- 
gebnissen mit einzelnen Streptomyceten-Erdkulturen. Erikson (1947) konnte eine 
Férderung der Sporenbildung nach Erdkultur beobachten. 


Die rund 2300 Streptomyces-Stamme der Sammlung des Organisch- 
Chemischen Instituts der Universitat Gottingen wurden zum gréBten 
Teil in den Jahren 1949—1952 isoliert. Von 1950 an legte man von jedem 
Stamm parallel zu den etwa vierteljahrlich abgeimpften Schragrohrchen- 
kulturen eine Ol-Kultur an. 

Nach einer von Bugett u. Weston (1947) beschriebenen Methode: Gut be- 
wachsene Kulturen auf nicht schrag gelegten Agarréhrchen (Glycerin-Glykokoll- 
Agar nach vy. PLoruo!) werden mit sterilem Mineralél tibergossen. Durch diesen 
Luftabschlu8 wird die Stoffwechselaktivitat der Organismen stark herabgesetzt und 
das Austrocknen des Agars verhindert. 

Die iltesten Ol-Kulturen sind demnach 6, die jiingsten 4 Jahre alt. 
(Nur etwa 100 Kulturen sind jiinger als 4 Jahre.) Bei einer in den letzten 
Monaten durchgefiihrten Serienuntersuchung zeigte sich, daB rund 5% 


1 2Vol.-% Glycerin; 0,25% Glykokoll; 0,1% NaCl; 0,1% KzHPO,; 0,01% 
MgSO, +7 H,O; 0,01% FeSO, -7 H,0; 0,01% CaC0,; 2% Agar. 
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dieser 2300 Kulturen auf Glycerin-Glykokoll-Agar nicht mehr zum An- 
wachsen zu bringen waren. Dabei soll nach HarrsELy (1955) der Nahr- 
boden (in diesem Fall also Glycerin-Glykokoll-Agar), der zur Ol-Kultur 
verwendet wurde, die héchsten Anwachsziffern ergeben. Der prozentuale 
Anteil der abgestorbenen Kulturen ist bei den 1950 angelegten Ol- 
Rohrchen nicht héher als bei den 1952 angelegten. Der weitaus groBte 
Teil der Stiimme ist aber nach einer Kulturdauer von 4—6 Jahren noch 
am Leben. Allerdings zeigen die aus den Ol-Kulturen abgeimpften 
Stéimme nahezu keine Luftmycelbildung und miissen erst durch mehrere 
Passagen wieder dazu gebracht werden. Ein weiterer Nachteil der OL 
Kulturen ist, daB nur eine sehr begrenzte Anzahl von Abimpfungen aus 
einem Réhrchen méglich ist. 

Um jederzeit ,,gebrauchsfertige‘ Stéimme mit guter Sporenbildung 
bereit zu halten und um die bei Schragréhrchen-Kulturen notwendigen 
zeitraubenden vierteljaihrlichen Abimpfungen zu umgehen, machten wir 
Versuche, Streptomyceten in sterilen Substraten zu konservieren. AuBer- 
dem wollten wir damit die durch hiaufige Uberimpfungen leicht auf- 
tretenden Degenerations- und Ausleseerscheinungen vermeiden. Ver- 
suche mit Sand-Talkum-Gemischen verliefen wenig befriedigend. Nach 
einem halben Jahr waren die meisten Kulturen tot. MARTIN legte deshalb 
im hiesigen Institut vor 24% Jahren Kulturen von einzelnen Stémmen in 
steriler Erde an (vgl. Martin u. Pampus 1956). Dabei zeigte es sich, daB 
nicht nur gut versporte Staémme, sondern auch solche, die auf den 
iblichen Nahrbéden kein Luftmycel bilden, sich ohne weiteres kon- 
servieren lassen. Ermutigt durch dieses Ergebnis wurden vor 11/, Jahren 
von einer groBeren Anzahl gut beschriebener Stimme Erdkulturen an- 
gelegt. Das Impfmaterial fiir diese Erdkulturen stammte sowohl aus sehr 
gut versporten Haferflocken-Agar-Rohrchen! als auch aus Glycerin- 
Glykokoll-Agar-Réhrchen mit guter bis maf iger Versporung. Ver- 
schiedene Abimpfungen im Laufe dieser 11/, Jahre ergaben bei allen 
Stémmen kraftig wachsende, sehr gut versporte Kulturen. Durch ver- 
schiedene Vorkultur bedingte Unterschiede im Wachstum, in der Ver- 
sporung und in der Farbstoffbildung waren nicht zu erkennen. 

Um eine grofere Anzahl von Stimmen ohne groBen Aufwand kon- 
servieren zu kénnen, galt es, ein méglichst einfaches Verfahren zur An- 
lage von Erdkulturen zu entwickeln. Folgendes Verfahren erfiillte diese 
Anforderungen: 


LéBlehm (der hier verwendete stammte vom Kaiserstuhl) wird grob zerkleinert 
und bei 40°C im Trockenschrank etwa emen Tag getrocknet. Danach kann er in der 


1 Nach E. Ktsrer (persénliche Mitteilung). 20g Haferflocken werden in 11 
Leitungswasser 20 min gekocht, nach dem Abkiihlen abzentrifugiert und die itiber- 
stehende Lésung auf 11] aufgefiillt. Danach werden 2% Agar zugesetzt, gut ver- 
kocht und der Nahrboden auf py 7,2 eingestellt. 
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Kugelmiihle gemahlen werden ohne zu klumpen. Nach 2—3stiindigem Mahlen wird 
die Erde gesiebt (Maschenweite 0,12 mm) und mit Quarzsand (KorngroBe etwa 
1 mm) im Verhialtnis Erde zu Sand wie 6: 4 gemischt. Man knetet 1 kg dieses Ge- 
misches mit 75 cm* Leitungswasser (25% des Wasserhaltevermégens) gut durch, 
bis eine kriimelige Struktur erreicht ist. Es bilden sich dabei um die Sandkérner 
kleine Erdkiigelchen. Je 5 g dieser Mischung werden in Reagenzglaser (160 « 16mm) 
gefillt und durch mit Mull umwickelte Wattestopfen verschlossen. Die Sterilisierung 
erfolgt an drei aufeinander folgenden Tagen je eine halbe Stunde bei 2,5 atii?. Nach 
dem Sterilisieren standen die Réhrchen bis zu ihrer Verwendung bei Zimmer- 
temperatur und trockneten langsam aus. 


Zur Anlage der Erdkulturen verwendeten wir nur gut bewachsene 
Schragrohrchen. Unter sterilen Bedingungen werden diese Kulturen mit 
je 1 cm? sterilem Wasser tibergossen, die Sporen mit der Impfése ab- 
gekratzt und die Sporensuspensionen in sterile Erdréhrchen gegossen. 
Es kommt dabei etwa so viel Suspension in das Erdrohrchen, wie 25% 
des Wasserhaltevermogens der Erde entspricht. Durch kraftiges Schiitteln 
wird sofort diese Flissigkeitsmenge auf die Erde verteilt, die dann, eben 
durchfeuchtet, sofort kriimelige Struktur annimmt. Wird zuviel Wasser 
zugegeben, so erfolgt sofort Klumpenbildung, und die gleichmafige Ver- 
teilung der Sporen auf die Erde ist nur schwer moglich. AuBerdem kann 
in den unteren Schichten des Rohrchens durch die stagnierende Nasse 
Luftmangel eintreten und dadurch das Anwachsen der Sporen verhindert 
werden. Um die Stopfen vor dem Verstauben zu schiitzen, werden Finger- 
linge tiber die Roéhrchen gezogen. 


Die Réhrchen bleiben bei Zimmertemperatur stehen. Die Sporen 
keimen dabei, wachsen aber nur wenig, da bald Nahrstoffmangel eintritt. 
Sie bilden jedoch sehr bald und sehr kraftig Sporen aus (siehe ERTKsSON 
1947). Dies ist auch auf anderen Hungernahrbéden der Fall (ERIKsoN 
1947, LInDENBEIN 1952, FRomMER 1955). Die Sporenzahl nimmt also 
erst ab (Keimung) und dann langsam wieder zu. Nach etwa 1—2 Monaten 
sind die Rohrchen lufttrocken, die Sporenbildung hat ihr Maximum er- 
reicht. Diese Réhrchen werden auf Infektionen gepriift und dann bei 
3—5°C aufbewahrt. 


Mit dieser Methodik haben wir in den letzten Monaten von etwa 700 
verschiedenen Streptomycetenstémmen Erdkulturen angelegt. Alle Erd- 
kulturabimpfungen wuchsen an. Die Luftmycelbildung war in den meisten 
Fallen durch die Erdpassage geférdert (siehe auch Ertkson 1947). Man 
hat also in diesen Erdkulturen standig ,,gebrauchsfertige Staémme zur 
Verfiigung und erspart auBerdem noch die bei den lyophilisierten 


1 Nach BakERSPIGEL (1953) und nach eigenen Versuchen reicht eine einmalige 
Sterilisation von 30 min bei 2,5 atii aus, wenn man der Erde 25% ihres Wasserhalte- 
vermogens an Wasser zugibt. Um jedoch jegliches Risiko einer Fremdinfektion aus- 
zuschalten, zogen wir eine mehrmalige Sterilisation vor. 

1* 
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kultur. Wie lange diese Erdkulturen am Leben bleiben, dariiber wird 
zu einem spiteren Zeitpunkt zu berichten sein. 


Kulturen nach jeder Abimpfung notwendige Neuanlage der Stamm-_ 


Zusammenfassung 


An Hand eines gréBeren Materials wird iiber die Haltbarkcit von 
Streptomyceten-Ol-Kulturen berichtet. Nach 4—6 Jahren wuchsen 5% 
nicht mehr an. Die am Leben gebliebenen zeigten meist keine Luftmycel- 
bildung mehr und muBten durch Passagen erst regeneriert werden. 

Eine fiir Sammlungen geeignete Methode zum Anlegen von Strepto- 
myceten-Erdkulturen (in LéBlehm) wird beschrieben; sie wuchsen nach 
11/, Jahren alle an, meist unter Férderung der Luftmycelbildung. 


Herrn Prof. Dr. H. Brockmann méchte ich fiir mannigfache Unterstiitzung 
danken. 
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(Aus dem Protozoologischen Laboratorium der Tschechoslowakischen Akademie 
: der Wissenschaften, Prag) 


Ist der Photoreceptor eine unabhingige Organelle 
der Eugleniden? 


Von 
Jini VAVRA 


(Hingegangen am 21 Juni 1956) 


Der lichtperzipierende Apparat bei Huglena gracilis Klebs wird durch 
zwei Organellen gebildet: Stigma und Photoreceptor. Das Stigma selbst 
besteht aus dem farblosen Stroma, welches auf seiner Oberflache ein 
Hiufchen von carotinoiden Granula tragt (Hot~ianpn, 1942). Nach 
Wa p (1943) und ManTEN (1948) bestehen diese Granula aus 6-Carotin. 
Unter diesem Pigmentfleck liegt auf der dickeren Wurzel der GeiBel eine 
linsenformige Verdickung, der Photoreceptor, manchmal auch para- 
flagellares Korperchen genannt. Man nimmt an, da nur der Photo- 
receptor das Licht aufnimmt und da das Stigma ihn nur beschattet, 
um damit die Richtung wahrzunehmen, aus der das Licht kommt, wo- 
durch eine positive phototaktische Reaktion erméglicht wird (Mast, 
1927; BiNNING u. SCHNEIDERHOHN, 1956). PRincsHEIM (1937) schreibt 
dem Stigma allein Lichtempfindlichkeit zu. 

Bekanntlich kénnen einige Stémme von ZL. gracilis Klebs die Plastiden dauernd 
verlieren, entweder aus unbekannten Griinden (,,Mutation‘‘-Lworr, 1943), oder 
durch die Wirkung des Streptomycins (PROVASOLI u.a., 1948; Jirovuc, 1949; 
PrincsHEm, 1952), durch Kultur bei erhéhter Temperatur (PRincsHEIM, 1952), 
oder durch die Wirkung des Pyribenzamins (Gross u. JaHN, 1955). Mit dem 
Verlust der Plastiden ist oft der Verlust von Stigma und Photoreceptor verbunden. So 
stellte z. B. Hovasse (1948) fest, daB die farblosen Rassen von F. gracilis weder 
Stigma noch Photoreceptor haben. Jinovec (1949) hat beobachtet, daB einige 
Stamme von Z. gracilis das Stigma auch durch Wirkung des Streptomycins ver- 
lieren. PrryesHurtm (1952) hat die Wirkung des Streptomycins und der Kultur 
bei erhéhter Temperatur auf mehrere Stéimme von H. gracilis durchgearbeitet und 
festgestelit, daB es méglich ist, unter den Stémmen der Euglenen, bei welchen es 
zum Verlust der Chromatophoren kommt, 3 Gruppen zu unterscheiden, je nachdem 
wie ihr Stigma auf Streptomycin reagiert. Bei der 1. Gruppe verschwindet das 
Stigma nach dem Verlust der Chromatophoren niemals, bei der 2. Gruppe hin- 
gegen verschwindet es gleichzeitig mit den Plastiden, bei der 3. Gruppe erhalt es 
sich auch nach Verlust der Chromatophoren, aber nur beim Aufenthalt am Licht, 
im Dunkeln verschwindet es. Wo es nicht zum Verlust der Chromatophoren kommt, 
bleibt auch das Stigma dauernd erhalten. 

Beim Studium der Wirkung des Streptomycins auf die Stémme von 
E. gracilis aus unserer Sammlung von Protozoen-Kulturen habe ich das 
Vorhandensein des Stigmas im normal beleuchteten Mikroskop und auch 
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im ,,blauen Lichte“‘ beobachtet (VAvRA, 1956), in welchem die Chloro- 
plasten und Carotinoide dunkel erscheinen. Weiter wurde das Stigma an — 
nach Heidenhain gefairbten Schnittpraparaten untersucht, an denen der 
Photoreceptor sehr gut zu sehen ist. Auch das Phasenkontrastmikroskop ~ 
(Zeiss-Lumipan) erlaubt, den Photoreceptor gut zu unterscheiden. 

Bei dem Stamm ,,Mainx“ habe ich niemals den Verlust des Stigmas 
bemerkt, nicht einmal, wenn die ganz entfarbten Flagellaten im Dunkeln 
gezuchtet wurden. JiRovEc (1949) ist es dagegen gelungen, den Stamm 
,Mainx vom Stigma zu befreien; dieser Stamm hat, obwohl er am 
Lichte gehalten wurde, das Stigma endgiiltig verloren. Wie ich aber 
festgestellt habe, bleibt bei diesen schon seit 9 Jahren farblosen Flagel- . 
laten (ohne Chloroplasten und ohne Stigma!) der Photoreceptor erhalten. 
Man glaubte bisher, daB der Verlust des ganzen Stigmas oder wenigstens | 
dessen Carotinanteils, auch den Verlust des Photoreceptors bedingt. Nach — 
HOLLANDE (1942) verschwindet der Photoreceptor auch bei Flagellaten, 
welche ein Leukostigma haben. Astasia quartana z. B. hat das gefarbte— 
Stigma und auch den Photoreceptor, Astasia captiva und Astasia mobilis 
haben Leukostigmen; da aber dieses Stigma farblos ist, fehlt auch der — 
Photoreceptor. Ahnlich ist der Photoreceptor bei Astasia longa, wo das 
Stigma tiberhaupt fehlt, nicht vorhanden. 

Die Anwesenheit des Photoreceptors bei meinem entfarbten Stamm 
,Mainx‘‘ konnte ich ganz sicher feststellen, nicht nur in vivo in dem 
Phasenkontrast, sondern auch an gefirbten Praparaten. Der Photoreceptor 
weist auch kein Zeichen der Degeneration auf; er ist gleich groB und hat das 
gleiche Aussehen wie bei den griinen Formen. Ein Stigma lieB sich aber 
auf keine Art nachweisen. Der Photoreceptor ist also von der Anwesen- 
heit des Stigmas nicht abhangig, und wir miissen auch dem Photoreceptor 
eine gewisse selbstindige Stellung unter anderen Organellen zugestehen. 

Leider ist es nicht gelungen, die Beseitigung des Stigmas bei dem 
Stamm ,,Mainx‘ zu wiederholen; bei allen meinen Versuchen und unter 
allen Versuchsbedingungen blieb bei diesem Stamm das Stigma er- 
halten. Es ist méglich, da dieser Mangel an Ubereinstimmung zwischen 
meinen Versuchen und den Ergebnissen von Jirovec dadurch ver- 
ursacht ist, daB in seinen Versuchen entweder ein durch lange Jahre an 
das Dunkel adaptierter Stamm, dessen Stigma vielleicht fiir die Wirkung 
des Streptomycins empfindlicher war, beniitzt wurde, oder daB ein 
anderer, bisher unbekannter Faktor mitgespielt hat. Das Suchen nach 
diesem Faktor ist das Ziel unserer weiteren Arbeit. 


Zusammenfassung 


Bei einem schwer entfirbbaren Stamm von Euglena gracilis traten 
nach Streptomycin-Behandlung dauernd farblose Zellen auf, die aber 
das Stigma beibehalten hatten. Dieses ging nur einmal bei dieser 
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Behandlung mit den Chromatophoren zusammen verloren. Es zeigte sich 
aber, daB der Photoreceptor am Grund der BewegungsgeiBel in diesem 
Falle nicht verschwunden war. Er ist demnach ein vom roten Fleck 
unabhangiges Zellorgan. 
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(Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Institut fiir Bakteriologie, Berlin-Dahlem) 


Die Bedeutung einiger Spurenelemente ftir Cellvibrio- 
und Cytophaga-Arten* 


Von 
H, BORTELS 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 6. Juli 1956) 


Um die Verbreitung der cellulosezersetzenden Gattungen Cellvibrio 
und Cytophaga in verschiedenen Béden vergleichsweise zu ermitteln, 
wurden im Verlauf der Jahre 1949 bis 1955 250 europaische, vornehmlich 
westdeutsche Béden untersucht. 


In 2 Petrischalen von 10 cm Durchmesser wurden in Anlehnung an die Methode 
von STANIER (1942a) jeweils 7 kleine naturfeuchte Kriimel aus der obersten 0 bis 
10-cm-Schicht eines Bodens in etwa gleichen Abstaénden auf einem die Schale aus- 
fiillenden, runden Filtrierpapier ausgelegt, das einer dickeren Schicht von 20 cm* 
Mineralsalzagar folgender Zusammensetzung auflag: H,O 100; NaNO, 0,2; K,HPO, 
0,1; MgSO,-7H,O 0,05; KCl 0,05; FeSO,-7H,O 0,002; MnSO,-H,O 0,0002; 
CaCO, 0,02, Agar 1,0. 

Nachdem die Bodenproben auf dem Papier 7 Tage bei 25—27°C bebriitet worden 
waren, lieBen sich die in ihrer Umgebung ausgewachsenen Mikroorganismen mikro- 
skopisch als Bakterien (meistens Vibrionen) oder Cytophagen identifizieren. Die 
ebenfalls, besonders aus sehr sauren Béden sich entwickelnden Pilze und die seltener 
auftretenden, nicht zur Gattung Vibrio gehérenden cellulosezersetzenden Bakterien 
sollen hier weiterhin unbeachtet bleiben. Auf einen pg-Bereich von 3—9 verteilen 
sich die untersuchten Feld-, Wiesen-, Wald- und Moorbéden derart, daB von ihnen 
65, 65, 20, 35, 45, 20 in die py-Gruppen 3—4, 4—5, 5—6, 6—7, 7—8 bzw. 8—9 
einzuordnen sind. 


In Abb. 1 sind die Verhiiltnisse der Anzahl von Bodenkriimeln mit 
Cytophagen- bzw. Bakterienentwicklung zur Anzahl der untersuchten 
Béden fiir die verschiedenen py-Bereiche dargestellt. Das py-Optimum 
fiir Vibrionen liegt erwartungsgemiB im schwach alkalischen Gebiet, 
dasjenige fiir Cytophagen dagegen im sauren Bereich. Ahnliches fand 
JENSEN (1931). Da aber auch hier im schwach sauren Gebiet Vibrionen 
im Durchschnitt noch zahlreicher zur Entwicklung kamen als Cytophagen 
(das Verhiltnis dieser zu jenen erreichte im Maximum nur etwa 0,4), mag 
daran liegen, daB Cytophagen wahrscheinlich in Béden allgemein nicht 
so sehr verbreitet sind wie cellulosezersetzende Vibrionen. Jedoch 


* Kiniges hieriiber wurde schon 1953 anlaBlich der Tagung der Deutschen Ge- 
sellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie in Diisseldorf vorgetragen (BoRTELS 1953). 
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kommen zusatzlich auch methodische und andere Ursachen in Betracht, 
tiber die in einer weiteren Mitteilung berichtet werden soll. 


Die in gleicher Weise auch von HarmsEeNn (1946) beschriebene Ver- 
teilung der Cytophagen und Cellvibrionen in Béden verschiedener py- 
Werte gab Veranlassung, das Bediirfnis der beiden Gattungen an gewissen 
Spurenelementen, besonders an Schwermetallen, die bei neutraler bis 
alkalischer Reaktion mehr oder weniger vollstiindig aus der Bodenlésung 
verschwinden, zu untersuchen und zu 
vergleichen. 

FAanrarvs (1941, 1947) hat schon fest- 
gestellt, daB Cytophagen durch geringe 
Mengen Calcium und Mangan neben den 
anderen mineralischen Bestandteilen eines 
Nahrmediums in ihrer Entwicklung ge- 
férdert werden. Spater jedoch haben 
SIJPESTEIJN u. FAHRAEUS (1949) die beiden 
von ihnen verwendeten Niahrsubstrate, 
namlich das von Dupos ohne und das von 
ihnen selbst angegebene Medium g mit 
Calcium und Mangan fiir gleich gut brauch- 
bar erklart. StanreR (1942a) hat sich iiber 
die Bedeutung des Calciums und Mangans 
in der von ihm verwendeten Leitungs- 
wasser-Nahrlésung nicht geauBert, und 
auch SPEYER (1953) ist der Meinung, daB 
eine genaue Zusammensetzung der Nahr- 
l6sung ... von untergeordneter Bedeu- 
tung, ... die Hinhaltung eines sehr engen 


Reaktionsbereiches von px 6,6 bis 7,8...“ Abb.1. Anzahl der mit Cytophagen bzw. 
dagegen sehr wichtig sel. Bakterien bewachsenen Bodenproben im 
Verhaltnis zur Gesamtzahl der unter- 


Es blieb also noch festzustellen, suchten Béden. 1949—1955 
ob diese beiden Spurenelemente und 
dartiber hinaus vielleicht noch andere tatsachlich von den Cytophagen 
in verhéltnismaBig groBeren Mengen bendtigt werden, und ob anderer- 
seits Zellvibrionen in dieser Hinsicht weniger anspruchsvoll oder sogar 
gegentiber den in Betracht kommenden Konzentrationen empfindlich 
sind. Denn sie sind im Gegensatz zu den Cytophagen in sauren Béden mit 
entsprechend héherem Gehalt an gelosten Schwermetallen weniger zahl- 
und artenreich vertreten als in neutralen bis schwach alkalischen. Es 
war mit andern Worten zu priifen, ob die Spurenelemente als maBgebliche 
ékologische Faktoren fiir die Verbreitung beider Gattungen anzusehen 
sind. 

Bereits in friiheren Versuchen des Verfassers (BorTELS 1929) mit 
anderen Zielen haben sich auf aschefreien Filtern in besonders gereinigten 
Lésungen, die auBer Eisen zunachst keine Schwermetalle enthielten, 
nach Zusatz von Gerstenasche spontan Cytophagen entwickelt und die 
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Filter in kurzer Zeit zerstért. Das geschah immer nur in den Lésungen mit 
Gerstenasche, die natiirlich unter anderem auch Schwermetalle ent- 
hielt, und immer waren es Cytophagen und keine Vibrionen. Wenn 
spiter (Stapp u. BorTELS 1934) keine besondere Wirkung verschiedener — 
Aschen auf die Entwicklung von cellulosezersetzenden Bakterien und 
Cytophagen festgestellt werden konnte, dann hatte das sicher seinen 
Grund in dem damals fiir die Nahrsubstrate verwendeten Berliner 
Leitungswasser und dem aschereichen Filtrierpapier. Denn beides ent- 
halt auBer Calcium auch reichlich Eisen und Mangan. 

Bei den spiiter in Braunschweig durchgefiihrten Versuchen mit den 
oben genannten Zielen wurden wieder Nahrlésungen mit destilliertem 
Wasser verwendet. Dabei stellte es sich heraus, daB die anfangs nur in 
Roh- oder Mischkulturen aus Erde geziichteten Cytophaga-Stéimme in 
schwach sauren Lésungen mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle 
besser gediehen als in schwach alkalischen mit Natriumnitrat. Ebenfalls 
frisch aus Erde isolierte Cellvibrio-Arten bevorzugten dagegen schwach 
alkalische Lésungen mit Nitrat. Noch besser als in den sauren syn- 
thetischen und besser als in Leitungswasser-Nahrlésungen entwickelten 
sich die Cytophagen in manganhaltiger Lésung nach Fanragvs (1941, 
1947). 

Schon bei diesen ersten orientierenden Vorversuchen mit rohem 
Filtrierpapier als Cellulosequelle fiel die verhaltnismaBig groBe Eisen- 
bediirftigkeit oder -vertriglichkeit der Cytophagen gegeniiber den 
Vibrionen auf. Wihrend diese in der eingangs erwahnten Grundnihr- 
l6sung zum Teil schon durch 1 mg Ferrosulfat in 100 cm? gehemmt 
wurden, entwickelten sich Cytophagen auch noch mit der zehnfachen 
Menge unvermindert gut. Nachdem dann ferner festgestellt werden 
konnte, daB Erdextraktasche in synthetischer, eisenhaltiger N aihrlosung 
eine weitere fordernde Wirkung auf die Entwicklung von Cytophagen 
ausiibte und daB diese Wirkung offenbar von Bestandteilen ausging, die 
unlosliche Sulfide bildeten, war im Hinblick auf die Beobachtungen von 
Fanranus (1941, 1947) die Annahme berechtigt, daB es sich dabei um 
Mangan handelte. Aber auch nach Zusatz von Mangansulfat zu den 
synthetischen Lésungen blieben diese in ihrer Brauchbarkeit trotz einer 
gewissen Verbesserung noch immer hinter den aschehaltigen zuriick, ein 
Zeichen dafiir, daB die verwendeten Erdextraktaschen weitere fiir die 
cellulosezersetzenden Cytophagen wichtige Elemente enthalten muBten. 
Diese schienen zum Teil ebenfalls unlésliche Sulfide zu bilden und dann 
durch Adsorption aus den Lésungen leicht entfernbar zu sein. Daneben 
aber machte sich eine besonders deutlich férdernde Wirkung der Erd- 
extraktasche fiir Cytophagen wie fiir Vibrionen dann bemerkbar, wenn 
die Nahrlésung mit einer Spur Soda und nachfolgender Kohleadsorption 
der gefallten Carbonate vorbehandelt wurde. Es schien also fiir die 
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Ernahrung dieser Organismen noch ein Element wichtig zu sein, das ein 
unlésliches Carbonat bildet und nicht durch Sulfid fillbar ist. Nach 
langerem Tasten, das sich deshalb solange hinzog, weil die nunmehr als 
Cellulosequelle beniitzten aschefreien Filter, wie sich schlieBlich heraus- 
stellte, zum Teil wahrscheinlich FluBsiure! in fiir die Organismen 
giftigen Mengen enthielten, ergaben sich dann doch endlich Kupfer und 
Calcium als diejenigen Elemente, die bis dahin noch in den synthetischen 
Lésungen gefehlt hatten. Wenn diesen jetzt auBer Eisen auch Calcium, 
Mangan und Kupfer als Chloride bzw. als Sulfate in annihernd optimalen 
Konzentrationen zugesetzt wurden, dann waren sie oft noch besser fiir 
die Ziichtung von Cytophagen geeignet als Nahrlésungen mit Erd- 
extraktasche. Somit stand der Durchftthrung quantitativer Vergleichs- 
versuche nichts mehr im Wege. 


Solche quantitativen Versuche wurden immer mit doppelt oder dreifach iiber 
Quarz destilliertem Wasser, analysenreinen Salzen und aschefreien Rundfiltern 
durchgefiihrt. Gegebenenfalls muBten diese Filter, wenn sie Spuren von FluBsaiure 
enthielten, mit einer Sodalésung ausgekocht und dann wieder mit doppelt destil- 
liertem Wasser bis zur neutralen Reaktion gewaschen werden. Jeweils die Halfte 
eines Filters wurde dann an die Innenwand eines 100 cm? fassenden, mit Chrom- 
schwefelsiure und doppelt destilliertem Wasser gereinigten Erlenmeyerkolbens 
aus Jenaer Glas Nr. 20 so angelegt, daB die abgerissene gerade Kante in die 25-cm%- 
Nahrlésung aller Kolben gleich tief eintauchte. 

Die Grundnahrlésung, auf deren besondere Reinigung stets verzichtet wurde, 
bestand bei den im folgenden beschriebenen Versuchen aus Aqua bidest. 100, 
NaNO, 0,2; K,HPO, 0,05 und MgSO, - 7 H,O 0,02. Im ersten Versuch wurden dieser 
Grundnahrlésung auBerdem zugesetzt MnSO,-7H,O 0,01; FeSO,-7 H,0 0,002; 
CaCl, 0,002 oder CuSO,-5 H,O 0,00001 oder eine von allen méglichen Kombi- 
nationen oder CaCl,+ FeSO,-7H,O + Asche von Erdextrakt. Nach der tiblichen 
dreimaligen Sterilisation im Dampftopf wurden die Kolbchen mit jeweils einem 
Tropfen einer Aufschlammung der Reinkultur von Cellvibrio vulgaris, Stamm 2 
(farblos, aus Kompost) oder der Rohkulturen von Sporocytophaga myxococcoides, 
Stamm 13 (hellgelb, aus Schwarzerde) oder Stamm 4 (gelb, aus Laubkompost) oder 
Stamm 5 (eigelb, aus Stallmist) beimpft. Das Impfmaterial ist immer in Lésungen 
aus einfach destilliertem Wasser und nicht analysenreinen Salzen und Papieren 
ohne besonderen Spurenelementzusatz vorgeziichtet worden, hier mit Filtrierpapier, 
spater zum Teil auch mit Glucose als Kohlenstoffquelle. 

Nach etwa einer Woche hatten sich die Kulturen soweit entwickelt, daB sich am 
Gesamtbild nichts mehr anderte und die Versuche quantitativ ausgewertet werden 
konnten. Zu diesem Zwecke wurden die Nahrlésungen einschlieBlich der Filter mit 
je 2 cm’ konzentrierter Salzsiure kurz aufgekocht, um den Schleim zu losen und 
die restliche Cellulose zuriickwagen zu kénnen. Denn ein vollstandiger Cellulose- 
abbau durch die Organismen konnte bei dieser Kultivierungsmethode auch in 
optimal zusammengesetzter Nahrlésung nicht erreicht werden. Dazu war der Stoff- 
austausch und die Durchfeuchtung der weit aus der Lésung herausragenden oberen 
Teile der Filter viel zu gering, besonders wenn in Nahe des Flissigkeitsmeniskus die 
Papierzerstorung schon weit fortgeschritten war. AuBerdem wachsen die streng 
aeroben Organismen nicht auf dem untergetauchten Teil des Filters. 


1 FAnranvs (1947) hat das ebenfalls festgestellt. 


230 H. BorteEts: 


Die salzsaure Celluloseaufschlammung wurde dann zentrifugiert, nach AbgieBen 
der Saure wieder mit Leitungswasser aufgeschlammt, abermals zentrifugiert, von 
der Cellulose abgegossen und diese dann bei 100°C getrocknet, auf Zimmertemperatur 
abgekithlt und lufttrocken gewogen. Nach Abzug dieses Gewichtes vom zuvor be- — 
stimmten Anfangsgewicht jeweils desselben Filters ergaben sich die prozentualen 
Mengen zersetzter Cellulose!. Sie sind fiir diesen ersten Versuch aus Abb. 2 zu ent- 
nehmen. 

Wurde zur Grundnahrlésung zusatzlich nur Calciumchlorid gegeben 
(Calciumcarbonat wirkte ahnlich, und Natriumchlorid blieb wirkungslos), 
dann war sie fiir Cellvibrio vulgaris 2 in diesem Falle schon optimal zu- 
sammengesetzt. Eisen nimlich war anscheinend mit dem Impfgut und 
den Chemikalien schon in solchen Mengen in die Nahrlésung hinein- 
gekommen, daB sie fiir diesen hinsichtlich Eisen offenbar besonders an- 
spruchslosen Vibrio-Stamm bereits ausreichten, nicht dagegen fiir die 
Cytophagen. Sie fanden ihr Optimum erst, wenn auBer Calcium min- 
destens noch Eisen und Mangan als Sulfate gegeben worden waren, die 
Stimme 4 und 4 sogar erst in den Lésungen, die auBer den genannten 
Spurenelementen noch Kupfer als Sulfat bekommen hatten. Dieser 
deutliche Unterschied zwischen Cellvibrio und Sporocytophaga in ihren 
Anspriichen beziiglich der Versorgung mit Spurenelementen wurde durch 
einen weiteren Vergleich zwischen den Stammen Cellvibrio 2 und Sporo- 
cytophaga 4 bestiitigt. In der in Abb. 2 gewahlten Reihenfolge der 4 ver- 
schiedenen Cellulosezersetzer wird das erste Maximum links oben iiber 
Calcium nur von Cellvibrio erreicht, wihrend umgekehrt das Maximum 
ganz auBen rechts tiber Calcium, Eisen, Mangan und Kupfer von oben 
nach unten allmahlich héher wird. Wir nehmen also zwischen den 
einzelnen Stimmen einen gleitenden Ubergang wahr, in dem Soro- 
cytophaga 13 eine Mittelstellung einnimmt. Dieses Verhalten mag den 
natirlichen Standorten der betreffenden Stiimme entsprechen. Kultur 13 
stammt aus Schwarzerde, die mehr Calcium und weniger Mangan und 
Kupfer gelést enthalten diirfte als der schwachsaure Laubkompost, aus 
dem Kultur 4 isoliert wurde. Es ist weiterhin auffallend, daf Eisen bei 
Gegenwart von Calcium und Mangan nur bei Kultur 5 ohne Depression 
durch Kupfer ersetzt werden konnte. 

Calcium ist fiir Cytophagen ebenso notwendig wie fiir Vibrionen, 
wihrend Mangan wenigstens fiir den farblosen Cellvibrio 2 bedeutungslos, 
fiir die gelb bis orange gefiirbten Cytophagen aber um so unentbehrlicher 
zu sein scheint. Leider konnten keine farblosen Cytophaga-Stiimme ge- 
ziichtet werden, so da die Frage, ob solche.ebenso wie die farblosen 
Vibrionen keiner besonderen Mangangabe bediirfen, offen bleiben muB. 
Wir werden jedoch sehen, daf ein besonders reichlich braunen Farbstoff 
bildender Cellvibrio bei erhéhter Mangankonzentration etwas besser 


1 Fiir die hier angestrebte Bestimmung vonVergleichswerten war die Genauigkeit 
der Methode ausreichend. 
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gedeiht und unter Umstiinden auch mehr Farbstoff bildet. Diese braune 
Art entspricht in Form und Farbe dem frither (Stapp u. Borrers 1934) 
beschriebenen Cellvibrio fulva, der bezeichnenderweise in Leitungswasser- 
Nahrlésung bei rostbrauner Farbung energischer Cellulose angriff als bei 
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Abb. 2. Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir die Cellulosezersetzung durch Cellvibrio und 
Sporocytophaga. 4.—12. 5. 1949 


blaBgelber Farbung in Aqua dest.-Nahrlésung. Demnach scheint ein 
gleitender Ubergang zu bestehen von farblosen Cellvibrionen, die 
Cellulose in synthetischen Nahrmedien schon ohne Zugabe von Kisen-, 
Mangan- und Kupfer-Salzen intensiv zerstéren, tiber gelbe bis braune 
Arten dieser Gattung, die zur maximalen Wirkung schon etwas mehr 
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dieser Schwermetalle bendtigen, und die in dieser Hinsicht ungefahr auf 
gleicher Stufe stehen wie farblose oder blaB gefarbte Cytophaga-Arten, 
bis zu jenen gelben, braunen oder orange Cytophagen, die auBer Eisen 
auch verhiltnismaBig groBe Mengen Mangan und zum Teil Kupfer be- 
nétigen. Es muB umfangreicheren Untersuchungen vorbehalten bleiben, 
endgiiltig zu entscheiden, ob diese Beziehung zwischen Farbe und Schwer- 
metall-Bediirftigkeit auch fiir andere Stiimme gilt und ob, wie es ver- 
mutet wird, Schwermetallgehalt und Wasserstoffionen-Konzentration der 
Bodenlosungen am natiirlichen Standort dieser verschiedenen Organismen 
immer entsprechende Werte haben. 


Bisher konnte nur in ein paar kleineren Versuchen gepriift werden, wie ~ 
weit die besprochenen Versuchsergebnisse allgemeine Giiltigkeit besitzen. 
Um dies zu entscheiden, wurden 3 weitere, spaiter aus Erde isolierte 
Stimme in ahnlicher Weise untersucht, nimlich die farblose Art Cell- 
vibrio vulgaris 49 (aus Kompost), der stark braun gefarbte Stamm Cell- 
vibrio fulva 52 (aus mooriger Wiese), die keine Cysten bildende orange 
gefirbte Cytophaga aurantiaca 51 (aus moorigem Teichufer) und ver- 
gleichsweise nochmals Sporocytophaga myxococcoides 4. 

Die hierbei verwendeten Filter brauchten nicht mit Soda vorbehandelt zu werden, 
und zu 100 em’ Grundnahrlésung wurden in den entsprechenden Fallen zugesetzt 
2 mg CaCl,; 2mg FeSO, - 7 H,O; 1 mg MnSO,-7 H,O; 0,01 mg CuSO, - 5 H,O oder 
eine der méglichen Kombinationen. Wahrend die Vibrionen wieder in Reinkulturen 
vorlagen, enthielt Cytophaga aurantiaca 51 von vornherein eine asporogene Rosa- 
hefe als Begleitorganismus, die am 11.6. wegen der verhaltnismaBig schlechten 
Entwicklung der Reinkulturen! von Sporocytophaga 4 auch dieser zugesetzt wurde. 

Als Ergebnis ist aus Abb. 3 wiederum eindeutig zu entnehmen, daB die 
Vibrionen schon auf Calcium und Eisen (Stamm 49), dagegen nicht oder 
nur schwach (Stamm 42) auf zusiitzlich gegebenes Mangan oder Kupfer 
ansprachen. Die Cytophagen aber fanden erst wieder in den Lésungen 
mit Calcium, Eisen und Mangan ihr Optimum vor, denen im Falle Sporo- 
cytophaga 4 noch Kupfer hinzuzufiigen war. Die fiir Cytophagen offenbar 
typische Manganbediirftigkeit kam hier bei dem orange gefirbten Stamm 
51 besonders deutlich zum Ausdruck, so dai man diesen oder einen 
aihnlichen Organismus gegebenenfalls zu mikrobiologischen Mangan- 
bestimmungen in Boden verwenden kénnte (BoRTELS u. WETTER 1954). 
Der in Abb. 3 dargestellte Versuch wurde etwa 6 und 12 Wochen spater 
bei ausschlieBlicher Beriicksichtigung der Lésungen ohne Zusatz, mit 
Calcium, mit Calcium und Hisen, mit Calcium, Eisen und Mangan, mit 
Calcium, Eisen und Kupfer und mit Calcium, Eisen, Mangan und Kupfer 
wiederholt, wobei ein ahnliches Ergebnis erzielt, aber in Abweichung vom 
bisherigen Verhalten der Cytophaga 51 diese auch durch zusitzliche 


1 tibatdal das Problem der eee von Oytophaga-Arten soll an anderer 
Stelle berichtet werden. 
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Kupfergaben geférdert wurde!. Etwa 2 Jahre spiiter, vom 12. 11. bis 
23.11.1953, wurde vergleichsweise der Spurenelementbedarf eines anderen, 
aber ebenfalls gelben Stammes von Sporocytophaga myxococcoides (3, aus 
Kompost) und nochmals von Cytophaga aurantiaca 51 bei der Cellulose- 
zersetzung untersucht. Dabei hat sich wieder ergeben, daB das Optimum 
40 
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Abb. 3. Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir die Cellulosezersetzung durch Cellwibrio, Cytophaga 
und Sporocytophaga. 5.—19. 6. 1951 
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fiir Cytophaga 61 bei Calcium, Eisen und Mangan lag und fir den Sporocyto- 
phaga-Stamm 3 bei Calcium, Eisen, Mangan und Kupfer. Cytophaga 51 
hat fast immer auf Mangan besonders stark angesprochen. Nur einige 
Male, z.B. vom 19.—26. 10. 1953, war keine Férderung durch Mangan 
erkennbar. Eine versehentliche Verunreinigung der Nahrlésungen mit 
Mangan erscheint ausgeschlossen. 

1 Zu 100 cm? wurden diesmal von den analysenreinen Salzen 5 mg CaCl,, 5 mg 
FeSO,-7H,O, 2mg MnSO,-7 H,O bzw. 0,01 mg CuSO, “5 H,O gegeben, also 
unter anderem auch mehr Mangan. Von einem physiologischen Antagonismus. 
zwischen Kupfer und Mangan wird weiter unten noch die Rede sein. 
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Aus allen diesen Versuchen darf aber wohl mit gewissen Vorbehalten 
der allgemeine Schlu& gezogen werden, daf den farblosen Vibrionen, den 
Bewohnern neutraler bis schwach alkalischer Béden, auBer Calcium und 
Eisen keine anderen Spurenelemente iiber die in analysenreinen Losungen 
vorhandenen Spuren hinaus geboten werden miissen, den braunen, in 
schwach sauren Béden lebenden Arten allenfalls sehr geringe Mengen 
Mangan und vielleicht auch Kupfer, den Cytophagen aber mindestens 
diese geringen Mengen, wenn sie kaum gefairbt sind und aus neutralen — 
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Abb. 4. Die Bedeutung einiger Spurenelemente und von Erdextraktasche fiir die Cellulosezersetzung 
durch Cellvibrio und Sporocytophaga in Rein- und Symbiosekultur. 27. 6.—5. 7. 1952 


Boden stammen, und verhaltnismaBig gréBere Mengen Mangan und 
Kupfer den lebhaft gelb bis orange oder vielleicht auch anders gefirbten 
Cytophagen aus sauren Boden. 

Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Cellulosezersetzer wie bei den ersten 
erwahnten Versuchen in Rohkultur vorliegen oder in Reinkultur oder 
Hefe-Mischkultur. Eine weitere Férderung der Organismen, die tiber 
eine durch Calcium, Eisen, Mangan und Kupfer hervorgerufene hinaus- 
geht, trat niemals ein (Abb. 4), so daB von beiden Mikroorganismen- | 
Gruppen vermutlich keine sonstigen Aschenelemente in ahnlich groBen 
Mengen benétigt werden. 

Um einen Uberblick zu bekommen, in welchen Konzentrations- 
bereichen gréBenordnungsmiBig die optimalen Mengen der 4 verschie- 
denen Elemente zu suchen sind, wurden Calciumchlorid, Ferrosulfat und 
Mangansulfat in Mengen von 0,2, 2 und 20 mg je 100 cm? vollstindiger 
Grundnahrlésung gegeben und Kupfersulfat in Mengen von 0,001, 0,01 
und 0,1 mg. Die gewahlten Kombinationen sind der Abb. 5 zu ent- 
nehmen. Danach haben auf beide, Cellvibrio- und Sporocytophaga-Rein- 
kulturen, die mittleren Konzentrationen von Calciumchlorid am 
giinstigsten gewirkt, wahrend den bisherigen Ergebnissen entsprechend 
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die niedrigste Konzentration von Mangansulfat fir Cellvibrio 49 noch 
keine Entwicklungsdepression zur Folge hatte, wohl aber fiir Sporocyto- 
phaga 4. Zwischen Calcium einerseits und Mangan andererseits scheinen 
ebenso wie zwischen den verschiedenen Schwermetallen hier und bei 
friiherer Gelegenheit (FuBnote 1, S. 233) gewisse physiologisch-anta- 
gonistische Beziehungen vorgelegen zu haben. So wirkten z. B. 20 mg 
Ferrosulfat sehr viel stiirker hemmend auf die Cellulosezersetzung, wenn 
gleichzeitig 0,2 statt 2 mg Calciumchlorid gegeben wurden, und umge- 
kehrt 20 mg Calciumchlorid mit 0,2 mg Mangansulfat stiirker hemmend 
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Abb. 5. Die Bedeutung einiger Spurenelemente in verschiedenen Konzentrationen 
fiir die Cellulosezersetzung durch Cellvibrio und Sporocytophaga. 22.—29. 7. 1952 


als mit 2 mg, sogar auch bei Cellvibrio 49, der bei optimaler Calciumgabe 
schon ohne besondere Mangangabe ein Maximum der Entwicklung und 
Cellulosezerstérung erreichte. Diesen antagonistischen Beziehungen 
wurde jedoch vorliufig nicht weiter nachgegangen, wie auch das auf- 
fallend hohe Kupferoptimum (0,1 mg CuSO, - 5 H,0 in 100 cm?) fiir die 
hier gewahlte Kombination noch einer eingehenderen Untersuchung und 
Klarung bedarf. Merkwiirdigerweise ist fiir Cellvibrio 49, der doch sonst 
ohne jegliche Kupfergabe ausgekommen ist, mit 1 y Kupfersulfat bei der 
relativ hohen Mangankonzentration von 2 mg Mangansulfat schon das 
Minimum unterschritten, nicht aber bei 0,2 mg Mangansulfat je 100 cm* 
bei gleichfalls entsprechend niedrigen bzw. hohen Konzentrationen der 
iibrigen Spurenelemente. 

In einem weiteren Versuch vom 18.—26. 8.1952, in dem andere 
Mengenverhiltnisse der untersuchten 4 Elemente gewahlt wurden, lag 
das Maximum zerstérter Cellulose fiir Cellvibrio 49 bei 2 mg Calcium- 
chlorid, 1 mg Ferrosulfat, 0,1 mg Mangansulfat und 0,1 mg Kupfer- 
sulfat je 100 cm, fiir Sporocytophaga 4 dagegen bei 2, 10, 1, bzw. 0,01 mg. 
Cellvibrio 49 schien also auch hier wieder kupferbediirftiger als Sporo- 
cytophaga zu sein. Wahrend die optimalen Kisen- und Mangankon- 
zentrationen fir Sporocytophaga wieder deutlich hoher lagen als fiir 


Cellvibrio, lag das Kupferoptimum bei diesen Calcium-, Hisen- und 
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Mangansalzkonzentrationen von 2, 10 bzw. 1 mg je 100 em fiir Cellvibrio 
héher. AuBerdem wurde mit 0,1 mg Kupfersulfat bei Gaben von 1 mg 
Ferro- und 10 mg Mangansulfat von beiden Organismen mehr Cellulose 
zerstért als bei 10 mg Ferro- und 1 mg Mangansulfat, mit 0,01 mg Kupfer- 
sulfat dagegen umgekehrt mehr im Zusammenwirken mit 10 mg Ferro- 
und 1 mg Mangansulfat als mit 1 mg Ferro- und 10 mg Mangansulfat je 
100 cm’. Es hat also den Anschein, als wire bei beiden Organismen- 
gruppen ein physiologischer Antagonismus zwischen Mangan und Kupfer 
besonders wirksam. Ahnliches hat MEIKLEJOHN (1953) fiir nitrifizierende 
Bakterien festgestellt. Das Optimum in der Zusammensetzung des Nahr- 
substrats wird also nicht allein von der absoluten Konzentrationshéhe 
der einzelnen Elemente bestimmt, sondern ebenso vom Verhialtnis 
zwischen den Einzelkonzentrationen. 

Im Mittel kann die Kombination von 0,002 % Calciumchlorid, 0,005 % 
Ferrosulfat, 0,001% Mangansulfat und 0,000059% Kupfersulfat als 
optimale Spurenelementkombination fiir die Cellulosezersetzung durch 
Cellvibrionen und Cytophagen angesehen werden. Mit Riicksicht hierauf 
und auf die Feststellung, da die Cytophagen schwach saure Béden als 
natiirliche Standorte bevorzugen, wurde zu ihrer Anreicherung und 
Isolierung weiterhin ein Agar folgender Zusammensetzung verwendet: 
H,O 100; NaNO, 0,2; KH,PO, 0,06; K,HPO, 0,03; MgSO, - 7 H,O 0,05; 
FeSO, - 7 H,O 0,005; CaCl, 0,002; MnSO, - H,O 0,001; Agar 1,0. Auch bei 
allen im folgenden erwihnten Versuchen wurden, wenn nicht ausdriicklich 
etwas anderes angegeben ist, diese Konzentrationen und vom Kupfer- 
sulfat 0,00005 % gegeben. Nicht besonders reine Substrate enthalten von 
vornherein geniigend Kupfer, so daB es in solchen Fallen unberiicksichtigt 
bleiben kann. 

Die erwahnten antagonistischen Erscheinungen stehen in engem Zu- 
sammenhang mit den biochemischen Funktionen der fraglichen Spuren- 
elemente (FLASCHENTRAGER u. LEHNARTZ 1951; SCHARRER 1955). Die 
Rolle des Hisens als Bestandteil des WarBuraschen Atmungsfermentes 
ist bekannt und von allgemeiner Bedeutung. Ahnliches lieBe sich vom 
Kupfer als spezifischem Katalysatorelement in der prosthetischen Gruppe 
der Polyphenoloxydasen sagen. Es ist fiir die biologische Entstehung 
dunkler Farbstoffe unentbehrlich und diirfte auch an der Farbstoff- 
bildung der Cellvibrionen und Cytophagen beteiligt sein. Ebenso soll 
Mangan in manchen oxydierenden Fermenten eine Rolle spielen, z. B. 
soll es auch die Reoxydation des reduzierten Hisens in den Cytochromen 
katalysieren. Seine Bedeutung im EiweiBstoffwechsel kommt u. a. darin 
zum Ausdruck, dafs die Aminopeptidase ein Mangan-Proteid ist 
(FLASCHENTRAGER u. LEHNARTZ 1951). 

Im Gegensatz zu diesen Schwermetallen als funktionellen Bestandteilen 
oxydierender Fermente scheint Calcium in hydrolytischen Stoffwechsel- 
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prozessen eine bedeutende Rolle zu spielen. Es hat sich ja auch als Anta- 
gonist zu jenen erwiesen. EADES u. WoMACK (1953) haben einen solchen 
Antagonismus zwischen Calcium und Mangan bei der Saurebildung durch 
Lactobacillus casei gefunden. In Abwesenheit von Calcium wird Fett nur 
unvollstandig aufgespalten (Lana 1952), und Calcium aktiviert die 
Acetylcholinesterase sowie Adenosintriphosphatase, die durch Kupfer- 
spuren gehemmt wird (FLASCHENTRAGER u. LEHNaRTzZ 1951). Man kénnte 
versucht sein, anzunehmen, daf& das fiir viele 
Bakterien und niedere Pilze weithin belang- SD ote aa 
los erscheinende Element Calcium irgendwie capo tie 
am Celluloseabbau unmittelbar beteiligt sei, - N Ss N 

. . 0 S S 
zumal auch so intensiv cellulosezersetzende 


Pilze wie Chaetomium-Arten Calcium bené- 20 Gediae, V0 5é 


tigen. Aber ganz andere Mikroorganismen wie 8 0 \ 
Saprolegnia- (REISCHER 1951) und Phyco- N ' NEN 
myces-Arten (Q@DEGARDH 1952) sowie Azoto- A ae 
bacter, Nitrosomonas und Knéllchenbakterien S : I 
(RiPPEL-BAaLDES 1955) brauchen ebenfalls & “| I Be 
Calcium. Méglicherweise ist es hier im EiweiB- ‘ ,LS_N_N AS 
stoffwechsel als Fermentkatalysator einge- 20 Y Saarocy to- 


3 é \\ phaga 4% 
setzt; denn Bacillus megaterium braucht . 


Calcium nur, wenn er mit Proteinen anstatt \ 
mit niedermolekularen Stickstoffverbindun- Ba Sr 
gen ernébrt wird (SrokEs 1952). Vielleicht 41), 6 vergteich zwischen den 
spielt also Calcium unter anderem die Rolle parraneet Yo oie es 
eines Aktivators oder Bestandteils von Fer-  "°,-Nctuma vou Celloibrio. 
menten, die héher- und hochmolekulare Ver- Bees ee ean coe 
bindungen wie HiweiB, Fette, Cellulose und 

andere hydrolytisch aufspalten. 

DaB dieses Spurenelement hier bei Cellvibrionen und Cytophagen nicht 
wie in manchen anderen Fallen nur eine physiologisch nebens&chliche 
Rolle wie beispielsweise eines Magnesiumantagonisten oder eines Exkret- 
stoffbinders oder Entquellungsfaktors (RipPEL-BALDES 1955) oder der- 
gleichen versieht, geht wohl auch daraus hervor, daf es stets nur in 
Spuren benétigt wird und nicht durch Barium oder Strontium vertretbar 
ist. In dem in Abb. 6 dargestellten Versuch beruht die geringe fordernde 
Wirkung des im Gegensatz zu den beiden anderen verwendeten Chloriden 
unreinen Strontiumchlorids auf seinem durch Flammenfarbung nach- 
gewiesenen Gehalt an Calcium. Der Versuch wurde in ahnlicher Weise wie 
der zu Abb. 5 gehérende durchgefiihrt unter Benutzung der Grundnahr- 
lésung mit Eisen und Mangan sowie den Differenzgaben von je 0,002 % 
Calciumchlorid, Bariumchlorid oder Strontiumchlorid. Die Versuchszeit 
war verhaltnismaBig kurz und dementsprechend auch der Celluloseabbau 

16* 


238 H. BorrEzs: 


gering. Aber die Calciumwirkung tritt doch deutlich hervor, und auf 
Grund der Farbung und des Zerfalls der Filter hat iitberhaupt nur mit 
Caleiumchlorid und sehr schwach auch noch mit Strontiumchlorid eine 
Entwicklung und Cellulosezersetzung stattgefunden. Die Celluloseverluste 
in den Kontroll- und Bariumkulturen sind wahrscheinlich nur durch die 
Art der Aufarbeitung methodisch bedingte Scheinwerte. Aus dem Ver- 
suchsergebnis liBt sich auBerdem ableiten, daB die Cytophagen im Ver- 
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Abb. 7. Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir die Cellulose- und Glucosezersetzung durch Cell- 
vibrio und Sporocytophaga. 27. 11.—5. 12. 1952. Offene Siulen: Glucose; schraffierte Siulen: Cellulose 


gleich mit den Cellvibrionen im allgemeinen nicht nur mehr von den 
Schwermetallen ben6tigen, sondern auch mehr Calcium. Denn nur die 
Vibrionen reagierten schon auf die Calciumspuren im Strontiumsalz. 

Im Zusammenhang mit der Frage nach den Funktionen des Calciums 
ist es auBerdem bemerkenswert, dal} beide Cellvibrio-Arten, allerdings 
nur diese und nicht die Cytophagen, Calcium zeitweilig in viel geringeren 
Spuren oder tiberhaupt nicht bendtigten, wenn sie mit Glucose anstatt 
mit Cellulose ernahrt wurden. 


Diese veranderte Kohlenstoffernihrung fand unter sonst gleichen Bedingungen 
statt wie in den vorausgegangenen Versuchen, also mit Grundnahrlésung und 
0,5% Glucose sowie Differenzgaben von 0,002% Calciumchlorid, 0,005°% Ferro- 
sulfat, 0,0019 Mangansulfat und 0,00005% Kupfersulfat oder einer der méglichen 
Kombinationen dieser Spurenelemente. Die Mineralsalzlésung wurde in doppelter 
Konzentration angesetzt und ebenso wie die doppelt konzentrierte Glucoselésung 
getrennt von dieser 20 min im Autoklaven bei 120°C sterilisiert. Manchmal wurde 
die Glucoselésung auch keimfrei filtriert. Danach erst wurden beide Loésungen ver- 
einigt, um so die Entstehung giftiger Substanzen aus der Glucose zu vermeiden 
(STanrpR 1942a, b). 
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In solchen Liésungen zeigten die Vibrionen mit deutlicher Reaktion 
zunachst nur LEisenbediirftigkeit, besonders Stamm 49, weniger 
Stamm 52 (Abb. 7 und Abb. 8, 5.—13. 2. 1953). Calcium schien demnach 
fir Cellvibrionen tatsichlich nur bei Ernaihrung mit Cellulose von 
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Abb. 8. Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir die Glucosezersetzung durch Cellvibrio, Cytophaga 
und Sporocytophaga zu verschiedenen Zeiten 


Bedeutung zu sein und auch dann noch nicht, wie weiter oben gezeigt 
werden konnte, von derjenigen Bedeutung, die es fiir Cytophagen hat. 
Aus den Ergebnissen des Versuchs vom 5.—13. 2. 1953 ware auBerdem 
noch hervorzuheben, da® der farblose Vibrio-Stamm 49 durch alleinige 
Gaben von Kupfer leicht geférdert und von Mangan leicht gehemmt 
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wurde, der gelbbraune Stamm 52 dagegen von Kupfer gehemmt und von 
Mangan gefordert. Hier 4uBern sich wieder die verschiedenen Optima im 
Verhaltnis von Kupfer zu Mangan. Méglicherweise wird Kupfer die Oxy- — 
dation und damit die Entgiftung von Phenolen katalysieren, die durch 
katalytische Wirkung des Mangans im EiweiSstoffwechsel entstehen. 
Ganz anders als die Cellvibrionen verhielten sich die Cytophagen, namlich 
grundsiitzlich ebenso wie bei Ernahrung mit Cellulose. Ihre Entwicklung ~ 
und ihr Glucoseverbrauch wurden nicht anders als ihr Celluloseverbrauch 
durch Calcium wie durch Eisen und Mangan geférdert und bei Sporocyto- 
phaga 4 auBerdem wieder durch eine zusitzliche Kupfergabe. Ganz ent- 
sprechend verhielt sich vom 21.—31. 10. 1953 Sporocytophaga 3. 

Dieses Ergebnis ist jedoch ebenso wie die anderen bisher genannten 
Versuchsergebnisse nicht immer genau reproduzierbar. Schon die Ver- 
suche mit Cellulose als Energiequelle fielen nicht immer ganz gleich aus, 
wenn auch die Unterschiede allgemein mehr gradueller Art waren und 
sich die Optima der Spurenelementkombinationen meistens nicht ver- 
schoben haben. Immerhin hat beispielsweise die sonst sehr mangan- 
bediirftige Cytophaga 51 in Cellulosekulturen vom 19.—26. 10. 1953 
nicht auf Mangan reagiert. Noch viel unbestindiger hinsichtlich der — 
Spurenelementwirkungen erwiesen sich aber die Organismen bei Er- 
nahrung mit Glucose. Das geht z. B. aus folgenden Beobachtungen her- 
vor: Cellvibrio 49 hat vom 22.—26. 3.1956 mit Calcium, Eisen und 
Mangan 100% Glucose zersetzt, vom 13.—18. 4.1956 aber nur 68%. 
Cytophaga 51 und Sporocytophaga 4 haben vom 28. 5.—4. 6. 1953 Cellu- — 
lose in gewohnter Weise ohne Mangan fast gar nicht angegriffen, mit 
Mangan aber sehr stark zersetzt. Im Gegensatz zur bisherigen Erfahrung 
wurde jedoch gleichzeitig der Glucoseverbrauch beider Stémme von 40 
bzw. 60% nicht im mindesten durch Mangan geférdert. Was die Calcium- 
wirkung betrifft, so konnte - Gegensatz zu den Versuchsergebnissen in 
Abb. 7 und 8 vom 18,—21. 5.1953 der Glucoseverbrauch durch Cell- 
vibrio 49 von 32% ohne Calcium auf 88% mit Calcium und in der Zeit vom 
28. 5.—4. 6. 1953 durch Sporocytophaga 4 von 21% ohne Calcium auf 
75% mit Calcium gesteigert werden. 

Die Frage nach den Ursachen fiir diese spontanen Anderungen im Ver- 
halten der Organismen soll hier nicht, sondern in einer spiteren Mit- 
teilung untersucht werden. Jedoch sei darauf hingewiesen, daB sie auch 
experimentell hervorgerufen werden konnten durch Zusatz reduzierender 
Substanzen zum Wasser, in dem danach die Nahrstoffe gelést wurden. 
Diese Wirkung wurde zunachst bei den Cytophagen festgestellt. Sie haben 
sich wihrend laingerer Zeiten tiberhaupt nicht oder nur jeweils in einigen 
von mehreren Parallelkulturen in glucosehaltigen Nahrlésungen ent- 
wickeln kénnen. Das geschah, wie ausdriicklich betont sei, obwohl die 
Glucose immer allein sterilisiert oder filtriert wurde. 1953/54 war es dann 


Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir Cellvibrio- und Cytophaga-Arten 24] 


vortibergehend nur moglich, diese Organismen in glucosehaltigem Sub- 
strat zu zichten, wenn in dem dazu verwendeten Wasser zuerst 0,01 % 
Glutathion gelést worden waren. Spiiter fiihrte diese Methode nicht mehr 
zum Ziel, sondern statt Glutathion muBte Natriumsulfit gegeben werden, 
wenn eine Entwicklung stattfinden sollte. Aber auch die Erfolge dieses 
Verfahrens waren nicht von Dauer, so daf eine abermalige Anderung vor- 
genommen werden muBte. Zur Zeit (April/Mai 1956) gelingt es nur dann, 
die Cytophagen in Glucose-Nahrlésung in kurzer Zeit und in allen 
Parallelansaitzen zur Entwicklung zu bringen, wenn dem Wasser der 
Nahrlosung zuerst 0,001 % Ascorbinsiure zugesetzt wird und die Lésung 
auBerdem in hoherer Schicht (40 cm statt wie bisher 20 em? in 100 cm? 
fassenden Erlenmeyer-Kolben) verwendet wird. 

Im Wiederholungsversuch der Abb. 8 vom 22.—30. 3. 1956 war die 
Gesamtentwicklung aller 4 Organismen geringer als in dem Vergleichs- 
versuch von 1953, und bei den Cellvibrio-Arten ist auch das Optimum 
von Hisen nach Eisen und Mangan bzw. nach Calcium, Eisen und 
Mangan verschoben. Diese Anderungen miissen jedoch nicht unbedingt 
auf eine Wirkung der Ascorbinsiure zuriickgefiihrt werden. Denn in 
Parallelansatzen mit und ohne Zugabe dieses Reduktionsmittels lieB sich 
ein wesentlicher EinfluB desselben auf den Glucoseverbrauch durch Zell- 
vibrionen bei verschiedenen Spurenelementkombinationen nicht fest- 
stellen. Zwar lagen die Werte fiir die Losungen mit Ascorbinsaure etwas 
hoher oder niedriger als diejenigen fiir ascorbinséurefreie L6sungen, aber 
die Optima wurden doch nicht oder kaum auf andere Spurenelement- 
kombinationen verlagert. Zu einer anderen Zeit und bei Verwendung eines 
anderen Reduktionsmittels, namlich Natriumsulfit, war das jedoch der 
Fall (Abb. 9). Unter diesen verainderten Verhaltnissen trat die Bedeutung 
des Calciums ganz klar in den Vordergrund. Das Optimum fir Cellvibrio 
52 war sogar schon mit Calcium allein erreicht und fiir Cellvibrio 49 mit 
Calcium und Eisen. Gleichzeitig in die gleichen Losungen geimpfte Cyto- 
_phaga 51 und Sporocytophaga 4 haben sich wie auch sonst des 6fteren 
nicht entwickelt. Auch in diesem Fall mu8 das verinderte Verhalten der 
Bakterien nicht ausschlieBlich oder in erster Linie durch das Sulfit her- 
vorgerufen sein, wie die oben erwaihnten Versuchsergebnisse vom 18. bis 
21. 5.1953 und vom 28. 5.—4.6. 1953 beweisen. Es ist in diesem Zu- 
sammenhang bemerkenswert, daB QuvuiIsPpEL (RippeL-BaLpEs 1955) 
Azotobacter bei erniedrigtem Redoxpotential ziichten konnte, wenn er 
ihm Calcium gab. 

Im Hinblick einerseits auf die Rolle des Calciums als Aktivator mancher 
Hydrolasen und andererseits des Hisens und Kupfers als Bestandteil 
oxydierender Fermente kann aus den bisherigen Untersuchungsergeb- 
nissen in Ubereinstimmung mit der Auffassung von FanRanus (1944 
1946, 1947) und anderen geschlossen werden, dai Cellvibrionen und 
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Cytophagen die Cellulose hydrolytisch spalten und da8 die Spaltprodukte 
zum Teil glykolytisch und zum Teil oxydativ weiter abgebaut werden. 
Dafiir spricht die dominierende Rolle des Calciums bei der Zersetzung von 
Cellulose und unter Umstinden auch von Glucose. lm Gegensatz zur 
Cellulose kann Glucose durch Cellvibrionen vermutlich manchmal, nicht 
immer, aerob veratmet werden, namlich dann, wenn die Bakterien fast 
nur eisen-, kupfer- und manganbediirftig sind. MuB ihnen dagegen auch 
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Abb. 9. Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir die Glucosezersetzung 
durch Cellvibrio bei Gegenwart von 0,015°% Natriumsulfit. 8.—15. 6. 1955 


bei Glucoseernihrung vor allem Calcium geboten werden, was zeitweilig 
der Fall ist, dann werden sie den Zucker wahrscheinlich mehr glyko- 
lytisch abbauen. Die Cytophagen scheinen im Zuckerstoffwechsel be- 
stiindiger zu sein, insofern sie dabei entsprechend ihrer stets gréBeren 
Calciumbediirftigkeit auch stets mehr hydrolytisch arbeiten oder den 
Zucker unter entsprechenden Umstiinden iiberhaupt nicht angreifen. 
In diesem letzteren Falle kann oftmals, nicht immer, die Entwicklung 
durch geeignete Zugabe reduzierender Substanzen zum Substrat  er- 
moglicht werden. 

Wenn auch anzunehmen ist, dai Mangan im EiweiBstoffwechsel der 
Cellvibrionen und Cytophagen ebenso wie bei héheren Organismen eine 
Rolle spielen wird, so ist damit doch noch nicht die auffallend gréBere 
Manganbediirftigkeit der Cytophagen gegeniiber den Cellvibrionen er- 
klart. Mangan fordert unter anderem besonders die Sporenbildung von 
Bacillus-Arten (WEINBERG 1955), diirfte also wohl an Atmungsvorgiingen 
besonders wirksam beteiligt sein. Das ist auch anderen Beobachtungen 
an héheren Organismen zu entnehmen (SCHARRER 1955). Es wiire also 


Die Bedeutung einiger Spurenelemente fiir Cellvibrio- und Cytophaga-Arten 243 


a : ~ 
\ 4 t . P 2 
Vicae f < a 
BN ( \ & | 
4 T 7) : \ de be j 
ae "hes. = = - \ourl (la 
ee pe Hy lis : N 
/ st, % : 
‘ 4 ey! : ‘ 
% = K ‘ 
NX =e ) ES {- (=-A/ 
os Salk ,. Bee 


i s 
7’ ms ' eo f= 
l ~ 


enrnee iohe 

Pera te. TM > 
a See Fr 
Peet ayn k es: V4 ANN / 


a — 
/ See ace ~ { \ 
ch OP es per wee NI CAT | 
d 


Ex 


» | Pd Zs , Pe 
Rs BE Mr AX 
BOTS E Tee ean 
C KH - 
2 \ 4A 


o 
~e 


‘ 
Vi PDE , 
q $ +f J ~ ee 
= an! a~ ~to— = 

: . = 
Abb. 10. Cellvibrio 52 in Grundniihrlésung. « mit Cellulose ohne Spurenelementgabe; b mit Glucose 
ee Sp lementgabe; c mit Cellulose, Calcium, Hisen und Mangan ; d mit Glucose, Calcium, 
a asthe ‘Miniean: 6 mit Glucose, Calcium und Hisen. Erythrosin-Gentianaviolett. 1000 

1 g 2 2 L 


244 H. Borrets: 


méglich, daB Mangan bei der Veratmung des eigenen ZelleiweiBes, wobei 
Farbstoffe entstehen kénnen, eine katalytische Funktion ausiibt. Dies- 
beziigliche Untersuchungen anderer farbiger und farbloser Cytophagen 
und Bakterien wiirden hier vielleicht Klarheit bringen. 

Wesentliche Beeinflussungen der Morphologie durch die verschiedenen 
Kohlenstoffquellen und Spurenelemente lieBen sich bei Cellvibrio 49 und 
Cytophaga 51 nicht feststellen. Fiir die Gattung Sporocytophaga ist es be- 
reits bekannt, daB sie nur bei Cellulose- und nicht bei Glucose-Ernahrung 
Cysten bildet. Auch sind die Staébchen einer Glucose-Kultur etwas groBer 
als diejenigen einer Cellulose-Kultur. In beachtlicher Weise reagierte 
ferner Cellvibrio 52 auf die verschiedenen Kohlenstoffquellen und Spuren- — 
elementgaben (Abb. 10). Die typische Vibrio-Form entwickelte sich nur — 
auf Cellulose (a und c). In Glucose-Lésung waren die Zellen zum Teil 
stark verdickt (b und e) oder erschienen an den Polen zugespitzt (d). 
Charakteristisch waren auch die Zellhaufchen (b), die offenbar den Ro- 
settenbildungen bei Sporocytophaga entsprechen, in denen anscheinend 
nach vortibergehender Fusionierung der Staébchen die Cysten entstehen 
(Stapp u. Bortevts 1934). Auch in den Glucose-Kulturen von Cell- 
vibrio 52 mit Calcium, Eisen und Mangan scheinen die merkwiirdig auf- 
gequollenen Zellen in den dichteren Anhaufungen miteinander zu ver- 
schmelzen, hier aber nicht polar wie bei Sporocytophaga, sondern seitlich 
(d). Zur endgiltigen Klarung dieser Erscheinungen, deren Bedeutung fiir 
die Biologie des Bacteriums noch unbekannt ist, sind eingehendere 
Untersuchungen erforderlich. 


Zusammenfassung 


In nicht besonders gereinigten synthetischen Nahrlésungen mit Cellu- 
lose oder Glucose als Kohlenstoffquelle werden von Cellvibrio- und 
Cytophaga-Arten Calcium, Eisen, Mangan und zum Teil auch Kupfer als 
Spurenelemente bendtigt, von Cytophagen mehr als von Cellvibrionen. 
Die Cytophagen sind besonders manganbediirftig. Dementsprechend 
sind sie mehr in schwach sauren Béden und die Cellvibrionen mehr in 
schwach alkalischen verbreitet. 

Aus physiologischen Antagonismen zwischen den einzelnen Spuren- 
elementen wird auf ihre Rolle im Stoffwechsel geschlossen. Die Funktionen 
des Calciums scheinen demnach im hydrolytischen und diejenigen des 
Kisens, Mangans und Kupfers im oxydativen Atmungsstoffwechsel zu lie- 
gen. Die tiberragende Bedeutung des Calciums fiir die Cellulosezersetzung, 
besonders durch einige Zellvibrionen, liefert eine Stiitze fiir die Auffassung 
vom hydrolytischen und nicht oxydativen Abbau der Cellulose. 

Mitunter verhalten sich die Organismen abweichend vom Gewohnten. 
Sie wachsen dann entweder iiberhaupt nicht oder mit anderen Spuren- 
elementkombinationen, In solchen Fallen konnte die Entwicklung der 
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Cytophagen in Glucose-Lésung nur durch Zusatz reduzierender Stoffe 
zur Nahrlosung erreicht werden. 

Kinige der untersuchten Organismen werden durch die verschiedenen 
Kohlenstoffquellen und Spurenelemente auch morphologisch und 
biologisch in charakteristischer Weise beeinfluBt. 
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Uber den Einflu8 verschiedener Stoffe auf die Aktivitat 
von Antibioticis gegeniiber Mycobakterien * 


Von 
GERTRAUDE Bock 


Mit 13 Textabbildungen 
(Hingegangen am 9. Juli 1956) 


Die zu den Actinomycetales gehdrenden Mycobacteriaceae besitzen 
gegeniiber Antibioticis eine gewisse Resistenz, die nach FRANKE u. 
ScHILLINGER (1944), ebenso wie auch ihre Saurefestigkeit (ANDERSON 
1939), wahrscheinlich auf dem hohen Lipoidgehalt (Wachs) beruht, der 
den Stoffaustausch zwischen Zelle und Medium vermindert. 


LEeMBKE u. RusKa (1940) zeigten elektronenmikroskopisch, daB bei Mycobact. 
tuberculosis keine Hiillsubstanz (Lipoidkapsel), sondern eine Grenzschicht vorhanden 
ist, die mit lipophilen Gruppen besetzt ist und mit dem plasmatischen Geschehen 
verhaftet zu sein scheint (Zellmembran). Sie besteht nach Knayst (1946) aus 
Lipoiden und Proteinen. 

Schon BrerGEL (1918) stellte fest, daB vor der Vernichtung des M ycobact. tuber- 
culosis im Organismus die siurefeste Fettsubstanz, damals als Fetthiille bezeichnet, 
entfernt wird. Kraut u. BurGER (1939) konnten aus Tuberkelfett drei Haupt- 


fraktionen extrahieren, deren acetonlésliche Fettfraktion durch Pankreaslipase zu — 


30—40% in zwei Tagen gespalten wurde. 

Die Saurefestigkeit der Mycobakterien geht bei Zusatz von Pankreaslipase ver- 
loren (Sartory u. Mitarb. 1947 a, b; Vescovr 1947; Priva 1952, 1953), ebenso auch 
bei Streptomycinzusatz (SMirH u. WaKsMAN 1947; Prin 1953); gleichzeitig treten 
morphologische Veriinderungen auf. 

Extrakte aus Larven der Wachsmotte Galleria melonella wirken nach MAaNnxKtIkR- 
wi0z (1952) auf Mycobact. tuberculosis lipolytisch und vermindern die Saurefestigkeit 
und Virulenz. RapErzxr (1948) fand bei Mischkultur von Mycobact. tuberculosis mit 
Aspergillus niger nach einigen Tagen keine Mycobakterien mehr. Im getrockneten 
Aspergillus-Mycel waren Neutralfette angereichert, und es lieB sich ein fett- 
spaltendes Ferment nachweisen. 


Die genannten Untersuchungen fiihrten zu der Frage, ob und wie weit 
durch Zusatz von Substanzen wie Pankreaslipase die Aktivitat von An- 
tibioticis und Chemotherapeuticis gegentiber Mycobakterien beeinfluBt 
werden kann. Diese Frage wurde in Reagensglasversuchen, mikrosko- 
pischen und farberischen Untersuchungen und durch Atmungsmessungen 
gepriift. Zum Vergleich wurden ,normale“ Bakterien herangezogen. 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultét der Universitat Gottingen (1955). 
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AuBerdem sollten die Versuche das unterschiedliche Verhalten von sapro- 
phytischen und pathogenen Mycobakterien zeigen, die nicht nur in ihrem 
Lipoidgehalt (ANDERSON 1931) differieren, sondern auch in ihrem Stoff- 
wechsel (FRANKE u. SCHILLINGER 1944; GALE 1952) und in ihrer Emp- 
findlichkeit gegentiber Antibioticis (BUREACZEWSsKY 1936). Ferner wurde 
im Reagensglas und in der Warburg-Apparatur untersucht, ob ein Zusatz 
tiberoptimaler Konzentrationen von Neutralsalzen, welche die Bakterien- 
zelle morphologisch veraéndern (Pkyu u. Rasat 1909; Hernzet 1950; 
Voss 1952), die Antibiotica-Aktivitét beeinfluBt. 


Methodik 


1. Bakterienkulturen. Fir die Untersuchungen wurden folgende Myco- 
bakterien-Stéamme verwendet: a) Mycobact. lacticola, b) Mycobact. phlei, die beide 
der Institutssammlung entnommen wurden, c) Mycobact. tuberculosis', Typus 
humanus, Nr. 809/12 (1) und Nr. 1479 (2) und d) Mycobact. tuberculosis, Typus 
gallinaceus. 

Die Saprophyten wurden auf Pepton-Agar (1% Fleischextrakt, 1% Pepton, 
0,5% Kochsalz, 3% Agar, px 7,2) kultiviert und alle vier Wochen auf frischen Nahr- 
boden iiberimpft; Bebriitung 48 Std bei 37°C. Der Mycobact. lacticola-Stamm zeigte 
ein rauhes, gefaltetes Wachstum auf dem oben angegebenen Medium, war demnach 
als ,,perrugosum“ oder ,,rough“‘ zu bezeichnen, wahrend der M ycobact. phlei-Stamm 
glatt wuchs, also der Gruppe ,,planum“, ,,smooth“, zuzuordnen war. Die Farbstoff- 
bildung war bei Mycobact. lacticola gering Die Kulturen sahen hellgelb aus; bei 
Mycobact. phlei beobachtete man zuerst ein Ockergelb, das spater in ein Rot iiber- 

ing. 
4 i ycobact. tuberculosis, Typus humanus und Typus gallinaceus, wurden auf Kier- 
nahrbéden, Substrat 4 nach Hou“n (1939/1940), drei Wochen bei 37°C bebriitet und 
dann im Eisraum aufbewahrt. Die Mycobact. tuberculosis-Stamme wuchsen rosetten- 
formig, hatten wachsartige Konsistenz und weifes bis gelbliches Aussehen. 


2. Nahrlésungen und Beimpfung. Die Nahrlésung fiir die Saprophyten nach 
JENSEN (1934), auch von v. PLorHo (1942) als giinstiges Substrat, bei groBter Aus- 
beute an Trockensubstanz, erwahnt, enthalt: 1% Glucose, 0,1% Asparagin, 0,1% 
K,HPO,, 0,05% MgS0,, 0,05% NaCl und 0,02% (NH,)2HPO,, px 7,2. Die Sterili- 
sation erfolgte fiir 15 min bei 110°C. 

Fir die pathogenen Mycobakterien diente die Nahrlésung nach GoEBEL, Substrat 
30. Zusammensetzung der Nahrlésung: 4,5 g Na,HPO,, 1 g KH,PO,, 0,6 g MgSO,, 
3,0 g Na-Citrat, 5,0 g NH,Cl und 1 ml einer 0,01% igen waBrigen Ferriammon- 
sulfatlésung, 20 ml Glycerin ad 1000 ml H,0O; auf 90 ml Nahrlosung 10 ml Rinder- 
serum (inaktiviert). Die Nahrlésung wurde fraktioniert im strémenden Dampf an 
drei aufeinanderfolgenden Tagen sterilisiert. — Von einer Schragagarkultur wurden 
wenige Kolonien in ein Réhrchen mit 5 ml Nahrlosung steril iiberimpft. Bei den 
saprophytischen Mycobakterien betrug die Bebriitungszeit 48 Std, bei den patho- 
genen Stémmen 18—21 Tage bei 37°C. Die Einsaat fiir die Versuchsserien war stets 
0,05 ml Bakteriensuspension/ml Nahrlésung. Die Kulturen wurden auf der Schiittel- 
maschine geschiittelt, um ein diffuses Wachstum zu erreichen. 


1 Die Stamme von Mycobact. tuberculosis, Typus humanus, wurden freundlicher- 
weise vom Hygienischen Institut der Universitat Gottingen, der Stamm Typus 
gallinaceus von der Tierarztlichen Hochschule Hannover zur Verfiigung gestellt. 
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3. Quantitative Bestimmung der Bakterientrockensubstanz und 
der Bakterienzahl. Im Laufe der Untersuchungen war es sehr wichtig, Einsaat 
und Ertrag der Bakterien quantitativ durch Trockensubstanzbestimmung zu er- 
mitteln. Die Triibungsmessung mit dem Universalcolorimeter nach LaNna@E erwies 
sich als geeignet. Zur Bestimmung der Trockensubstanz wurden die Bakterien — 
zentrifugiert, gewaschen und bei 95°C im Vakuumtrockenschrank getrocknet. Die 
Kichkurven ergaben, in Ubereinstimmung mit Rapier (1955), eine lineare Ab- 
hangigkeit der Extinktionswerte von dem Gehalt an Bakterientrockensubstanz bis 
zu ungefahr 1 mg je Milliliter 

Die quantitativen Bakterienbestimmungen beschrankten sich auf die .sapro- 
phytischen Stamme, da bei den pathogenen Keimen nur durch den Zusatz ober- 
flachenaktiver Substanzen, wie z. B. ,,Tween 80°‘, ein Polyoxyathylenderivat des 
Sorbitanmonooleates (Dusos 1946), ein diffuses Wachstum hervorgerufen wird, 
wie es fiir Triibungsmessungen erforderlich ist. ,, Tween 80 konnte jedoch nicht 
verwendet werden, was spater (S. 270) erklart wird. — In einer Thoma-Zahlkammer 
(1 wl in 400 Quadrate geteilt) wurden parallel zur Trockensubstanzbestimmung die 
Bakterien gezahlt, so daB alle Trockengewichte auf die Bakterienzahl umgerechnet 
werden konnten. 


4. Herstellung der Substanzlésungen. Die Antibioticat Na-Penicillin- 
sulfat, Dihydrostreptomycinsulfat und die Chemotherapeutica p-Aminosalicylsaure 
(Na-Salz), Isonicotinsiurehydrazid wurden steril eingewogen und gelést. Die Fer- 
mente Lipase (Fa. Schuchardt) und Trypsin (Fa. Novo) wurden eingewogen und 
steril filtriert. Das Lipasetrockenpraparat ist ein Pankreaskonzentrat, das neben der 
Lipase noch Ballaststoffe enthilt, so daB es schwer léslich ist. Deshalb war eine 
Druckfiltration (SErTz) unumgianglich. Da hierdurch die Ausbeute an Lipase wegen 
der Adsorption im Filter verringert wurde, muBte die Lipase bereits in der Nahr- 
lésung bzw. im Puffer gelést werden. Von den Neutralsalzen LiCl, NaCl und MgCl, 
wurden 5molare, von CaCl, und BaCl, 2,5molare Stammlésungen hergestellt, sterili- 
siert und vor Versuchsbeginn in entsprechenden Konzentrationen der Naihrlésung 
zugesetzt. 


5. Aktivitatsbestimmungen der Fermente. Die Enzyme muften zuniachst 
auf ihre Wirksamkeit gepriift werden. Internationale Ferment-Einheiten gibt es 
noch nicht. Ganz allgemein versteht man unter einer Enzym-Hinheit die Menge an 
Ferment, die unter ganz bestimmten Bedingungen bei optimalem py und optimaler 
Temperatur einen bestimmten Substratumsatz bewirkt. 

Zur Lipase-Bestimmung wurde die Olivenélspaltung nach WILLSTATTER u. 
_ Mitarb., modifiziert von VoGcrn u. LAnvERENz (1935), angewendet. Das Substrat ist 
Olivenél, das durch die Lipase in Glycerin und Fettsiuren gespalten wird. Die 
Spaltung wird gemessen an der Zunahme der freien Carboxylgruppen durch alko- 
holische Titration. Die Pankreaslipase ,,Schuchardt“ hatte ungefahr eine Aktivitiat 
von 0,75 Lipase-Kinheiten/ml. Vor jedem Versuch wurde die Aktivitaét bestimmt. 
Die Lipaselésung muB stets frisch angesetzt werden, da Lipase in waBriger Losung 
sehr unstabil ist. 

Neben dem colorimetrischen Trypsin-Test nach ABDERHALDEN (1945) erwies sich 
die Trypsin-Bestimmung nach SpryEr (1953), die auf der Agar-Diffusionsmethode 
beruht, als geeignet. Das Trypsin ,,Novo‘ besitzt eine Aktivitiét von ungefahr 
1 E/1,1 mg (nach Dirr 1942). Das benutzte Pankreas-Konzentrat ,,Schuchardt‘ 
enthalt, sowohl nach der colorimetrischen Methode als auch nach der Diffusions- 
methode, noch eine Aktivitét von 3 Trypsin-Einheiten/ml filtrierter Lipase. Nach 


* Mein besonderer Dank gilt der Penicillin-Gesellschaft Dauelsberg u. Co., 
Gottingen, fiir die Uberlassung der Substanzen und fiir die Forderung meiner Arbeit. 
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der Original-WiisTarrer- u. WaLpscumrrz-Lerrz-Methode (1926), die sich in 
Reaktionstemperatur und Reaktionsmenge von der erstgenannten Bestimmung 
unterscheidet, wiirde sich bei ,, Novo“ eine Trypsin-Aktivitat von ungefihr 180 E/g, 
bei dem Pankreaskonzentrat von etwa 0,6 E/ml filtrierter Lipase ergeben. Das Um- 
rechnungsverhaltnis betragt 1: 5. 

6. Technik der Gasstoffwechselmessungen. Die von Warsura (1926) 
entwickelte manometrische Methode, die von Hirscu (1936 und 1937) und kiirzlich 
auch von CLAus (1956) zur quantitativen Messung des Bakterienstoffwechsels be- 
nutzt wurde, kann zur Beurteilung der Wirkung antibakterieller Substanzen heran- 
gezogen werden (SCHULER 1946; Hirscu 1947). Es wurde die WarpurG-Apparatur 
der Fa. Braun, Melsungen, verwendet. Die Warburg-GefaBe wurden mit 1,9 bis 
2,0 ml Bakteriensuspension nach quantitativer Bestimmung der Bakterienzahl und 
die Anhangsbirnen mit 0,1 ml Substanzlésung gefiillt. Bei dieser Schichtdicke war 
eine optimale Sattigung des Substrates mit dem iiberstehenden Gas gewahrleistet. 
0,3 ml einer 20% igen KOH-Lésung dienten als CO, absorbierendes Agens. Die Gas- 
phase war Luft. Nach 15 min konnten die Manometerhahne geschlossen werden, da 
die Temperaturdifferenz der GefaBe von Zimmertemperatur zu 37°C in dieser Zeit 
ausgeglichen war. Die Ablesung des Sauerstoffverbrauches erfolete jeweils nach 
30 min. Nach 30 bzw. 60 min wurden die Substanzlésungen (0,1 ml) in die Reaktions- 
gefaBe gekippt. Durch Multiplikation des Sauerstoffverbrauches mit der GefaiB- 
konstanten des ReaktionsgefaBes unter Beriicksichtigung des Thermobarometers 
ergibt sich der wirkliche Sauerstoffverbrauch. Weiteres zur Technik dieser Methode 
ist bei UmBREIT u. Mitarb. (1945) zu finden. 


Wachstumsversuche in Anwesenheit von Fermenten, Antibioticis — 
und Chemotherapeuticis 


Wachstum und morphologische Verénderungen 
der Mycobakterien bei Zusatz von Pankreaslipase 

Das Wachstum einer Bakterienkultur kann festgelegt werden durch Bestimmung 
der Bakterienzahl, des Trockengewichtes oder eines Stoffwechselproduktes in ge- 
wissen Zeitabstanden innerhalb des Wachstumsverlaufes (RiprEL-BaLDES 1955). 
Die Aufzeichnung der Bakterienzahl oder eines Stoffwechselproduktes in Abhangig- 
keit von der Zeit ergibt ein charakteristisches Kurvenbild, namlich eine S-férmige 
Kurve (Monop 1942). 

Triibungsmessungen im Universalcolorimeter nach LANGE bestatigten 
dieses Kurvenbild fiir die saprophytischen Mycobakterien, wahrend nach 
FisHer u. a. (1951) Mycobact. tuberculosis kein ausgesprochen logarith- 
misches Wachstum zeigt, sondern einen Wachstumsverlauf, der zunaichst 
logarithmisch, dann linear ist. Die Verfasser erklarten dies mit dem 
langsamen Wachstum von Mycobact. tuberculosis. Auch bei den Sapro- 
phyten scheint beim Ubergang vom exponentiellen Wachstum zur 
stationaren Phase ein lineares Wachstum stattzufinden, das zwischen 
48—72 Std liegt. Nach 96 Std war die stationire Phase erreicht, und die 
zur Vermehrung erforderlichen Nahrstoffe waren erschépft. 

Das verwendete Lipasekonzentrat aus Pankreas wirkte auf die sapro- 
phytischen Stiimme wachstumsférdernd, waihrend die pathogenen 
Stimme gehemmt wurden. Erst eine Konzentration von 0,09 Lip. E/ml 
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ermoglichte ein gutes Wachstum. Wahrscheinlich wird die Wachs- 
tumsférderung mit dem hohen Gehalt der Lipaselésung an Trypsin 
(3 E/ml) und Stickstoff (0,75 Lip. E: Gesamtstickstoff 3,86 mg/ml; davon 
0,56 mg/ml auf EiweiBstoffe, einschlieBlich Lipase und Trypsin als Ei- 
weifkérper; Bestimmung nach KsELDAHL) zusammenhingen. Als Hem- 
mungsfaktor kann andererseits das Enzym-Praparat selbst angesehen 
werden, weil es eine artfremde Substanz ist; oder aber die hohe Kon- 
zentration der Lipase wirkt nach Verlust der Saurefestigkeit schadigend. 


Eine hemmende Wirkung der Lipase konnte auch RapETzKI (1948) mit | 


Aspergillus-Lipase bei Mycobact. tuberculosis, Typus humanus, nachweisen. 


Die Saurefestigkeit, die vom Entwicklungszustand des Bacteriums abhangt, 
wird heute als eine aktive Leistung des Zellprotoplasten angesehen. Die hoch- 


molekularen Oxysaduren der Wachsfraktion, die Mycolsauren, sind nach ANDERSON © 


(1939) fiir die Saurefestigkeit verantwortlich. Nach YEGIAN u. VANDERLINDE (1947) 
spielt die cytoplasmatische Membran mit ihren permeablen Eigenschaften die 
Hauptrolle. — Es mu8 erwahnt werden, da8 Barrram (1950) zeigen konnte, daB 
zwischen Lipoidgehalt und Entfarbungsfahigkeit der Mycobakterien ein Zusammen- 
hang besteht. 
_ Bereits nach dreistiindiger Einwirkung von 0,75 Lip.E/ml auf 
wachsende Kulturen von Mycobact. lacticola und Mycobact. phlei hatten 
die Bakterien zum Teil ihre Saurefestigkeit verloren. Nach der ZrEHL- 
NEELSEN-Farbung (JANKE 1946) zeigten die Bakterien die Kontrastfarbe 


~ 


mews 


blau. — Obwohl die Mycobakterien mikroskopisch einen starken Pleo- 


morphismus aufweisen, ist ein gewisser Rhythmus der Bakterienzelle er- 
kennbar. Wahrend junge Zellen eine lingere Stabchenform besitzen, 
gehen altere Stadien in eine Kurzstaébchenform iiber. Diese Kurzstiibchen 
k6énnen in Granula zerfallen. 

Unter dem Einflu8 von Lipase wurden die Bakterien auch morpho- 
logisch verandert. Der Bakterienleib war schmaler geworden; nach 
lingerer Kinwirkung bis zu 48 Std war ein Zerfall in einzelne Granula zu 
beobachten; nach Uberimpfung wuchs eine solche Kultur wieder zu 
normal firbbaren Bakterien aus. Auch in alten, nur Granula zeigenden 
Kulturen war dies der Fall; immerhin kann hier nicht entschieden werden, 
ob es sich nicht um Kiimmerformen handelte. — Daneben zeigten einige 
Bakterien auch eine Fadenbildung. Mycobact. tuberculosis verhielt sich 
ahnlich; es wurde eine Konzentration von 0,045 Lip. E/ml verwendet. 

Ruhende Keime verloren ebenfalls ihre Saurefestigkeit. Mikrosko- 
pische Untersuchungen wurden nach 6stiindigem Kontakt von Lipase 


in Puffer mit zentrifugierten und 2mal in NaCl-Lésung gewaschenen > 


Bakterien durchgefiihrt, 
AuBerdem zeigte sich ein Verlust der Fluorescenz! nach Behandlung 
mit dem Fluorochrom ,,Auramin“ (Methode nach HaGEMANN 1937) bei 


* Herrn Prof. Dr. R. Mnyrr danke ich fiir seine Unterstiitzung bei der Fluo- 
rescenzmikroskopie. 
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eine Konzentration von 1 mg/ml PAS vertrugen, wuchsen die Stémme 
von Mycobact. tuberculosis nur bis zu einer Konzentration von héch- 
stens 10y/ml. Penicillin zeigte sogar eine unterschiedliche Wirkung 
innerhalb der Saprophyten. Mycobact. phlei erwies sich als ziemlich 
penicillinempfindlich, wahrend Mycobact. lacticola gegen Penicillin vollig 
resistent blieb. Wahrscheinlich beruht dieser Unterschied darauf, daB 
Mycobact. phlei im Gegensatz zu Mycobact. lacticola weniger saurefest ist. 


Die Wirkung von Lipase und Antibioticis auf Mycobakterien 


Wie verhalt sich nun das Mycobakterium, wenn Antibioticum und 
Lipase gemeinsam auf die Zelle einwirken? 

Die Testung erfolgte mit abfallenden Antibiotica- bzw. Chemotherapeutica- 
Konzentrationen in Kombination mit feststehender Lipasekonzentration. Die 
Lipasekonzentration betrug bei den Saprophyten 0,75 Lipase E/ml, bei den patho- 
genen Stémmen 0,09 Lipase E/ml. 

In Gegenwart von Lipase ist die Empfindlichkeit eines Mycobak- 
teriums gegentiber Antibioticis erhéht, bei Mycobact. lacticola stirker als 
bei Mycobact. phlei (Tab. 1). Hierfiir diirfte der Verlust der Saure- 
festigkeit verantwortlich zu machen sein: infolge Verainderung der 
Bakterienoberfliche vermag das Antibioticum besser in die Zelle ein- 
zudringen. — Mikroskopisch waren bei Mycobact. lacticola nach Ein- 
wirkung von 3300 E Penicillin + 0,75 Lip. E/ml lysierte und aufgequollene 
Zellen zu beobachten, die sich nach der ZIEHL-NEELSEN-Fiirbung blau 
fiirbten, wahrend die Bakterien in Gegenwart von Penicillin ohne Lipase 
morphologisch und farberisch nicht verindert waren. Bei 1650 E Pen./ml 
+ 0,75 E Lipase waren ebenfalls morphologische Verinderungen, Ver- 
groBerung der blau gefairbten Einzelzelle und Lyse eingetreten. 

Nach Ermittlung der Antibioticakonzentrationen, bei denen ein gutes Wachstum 
gewahrleistet war, wurden diese Antibiotica zusammen mit Lipase den Testbakterien 
zugesetzt und das Wachstum verfolgt. Abb. 1 gibt einen Einblick in den Wachstums- 


verlauf. Die Extinktionswerte der Bakterienkulturen wurden alle 6 Std densito- 
metrisch bestimmt. 


Mycobact. lacticola wuchs in Gegenwart von Lipase schneller und 
tippiger als in der Kontrollkultur. Penicillin allen hemmte das Wachstum 
nur kurze Zeit, die Wachstumskurve verlief parallel zur Kontrolle. PAS 
allein verursachte schon eine gréfere Abweichung als Penicillin. Die 
Kombination Lipase und Penicillin hemmte dagegen die Keimvermehrung 
deutlich; ebenso auch die Kombination Lipase + PAS. Bei Lip. + 
1650 EK Pen./ml kam es zu einer voriibergehenden Entwicklungshemmung. 
Bei Mycobact. phlei wurde gleichfalls in Gegenwart von Lipase die Zeit 
der Generationsverdoppelung verkiirzt, die Ausbeute an Bakterien- 
trockensubstanz war groBer als in der Kontrollkultur. PAS und Penicillin 
bewirkten auch bei diesem Stamm zuniichst eine kurzfristige Wachs- 
tumsverzégerung, doch nach Adaptation an das Chemotherapeuticum 
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bzw. Antibioticum, verlief das Wachstum parallel zur Kontrollkultur und 
erreichte die gleiche Zellzahl in gleicher Zeit. In Kombination mit Lipase 
bewirkten beide Stoffe eine starke Hemmung, die erst nach 72 Std langsam. 
aufgehoben wurde, so daB mit einer Zellvermehrung noch zu rechnen war. 
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Abb. 1. Zunahme der Trockensubstanz in Abhangigkeit von der Zeit in Gegenwart 
. von Lipase und Antibioticis bei Mycobact. lacticola und Mycobact. phlet 


Nach Hirscw (1947) sollte zur Kennzeichnung eines antibakteriellen 
Effektes die manometrische Methode herangezogen werden, da sie es 
gestattet, die Wirkung unmittelbar nach Zusatz des Praiparates abzu- 
lesen. Um die Wirkung von Lipase und Antibioticis bei den Mycobak- 


terien genauer zu verfolgen, wurde die Bakterienatmung eingehender 
L7* 
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untersucht. Bei Darstellung der Sauerstoffaufnahme je Zeiteinheit in 
Abhangigkeit von der Zeit in einem halblogarithmischen Koordinaten- 
system erscheint die Exponentialkurve der Keimvermehrung bzw. des 
Absterbens einer Kultur als Gerade, deren Neigung ein MaB fiir die Ver- 
mehrungs- bzw. Absterbegeschwindigkeit ist. 


Um schnell ablesbare Werte zu erhalten, war eine gréBere Bakterieneinsaat als 
bei dem Rohrchenverdiinnungstest erforderlich; dementsprechend wurden auch die 
Substanzen in héheren Konzentrationen zugesetzt. 24 Std-Kulturen, die in Erlen- 


M. lacticola 


pl 


me Penicillin 


— tip. O75 E/mi 


8 eee itt 

s wnx Lip. ¢ B35 E,/m 
8 x—x« Pen. 825 E/ml 
i 

2 7’ = Pen, 650E,/ mi 
& a--« Pen, 33E/ mi 
is oo Lip. + 1650E. P/m\ 
=) 


o—- Lip.+ 3K00E P/M 


0 “h 2 Ra y 5 6 7h 


Abb. 2. Einflu8 von Penicillin und Lipase auf die 
Atmung wachsender Zellen von Mycobact. lacticola 


meyerkolben geschiittelt waren und 
ein iippiges Wachstum zeigten, 
wurden abzentrifugiert und in 
frischer Nahrlésung aufgenommen. 
Die Bakterieneinsaat wurde ent- 
weder durch Triibungsmessung be- 
stimmt oder mikroskopisch aus- 
gezahlt. Bei Mycobact. lacticola be- 
trug die Einsaat ungefahr 1,5 - 108 
Zellen, bei Mycobact. phlei ungefahr 
108 Zellen je Milliliter. Bei den 
Wachstumsmessungen wurde der 
Sauerstoffverbrauch je Warburg- 
GefaB (2 ml) aufgezeichnet, um die 
Wirkung der Antibiotica deutlich 
sichtbar zu machen. 1 Std nach 
Versuchsbeginn wurden die Anti- 
biotica zugesetzt; die Lipase befand 
sich bereits zu Versuchsbeginn in 
der Nahrlésung. 


Wie aus der Abb. 2 ersicht- 
lich ist, setzte die Penicillin- 
wirkung bei Mycobact. lacticola 
nach halbstiindiger Latenz- 
phase ein, d.h. erst nach dieser 


Zeitspanne blieben die behandelten Zellen gegeniiber der Kontroll- 
kultur in ihren Atmungswerten zuriick. Bei Zusatz von 3300 E Pen./ml. 
sank die Atmung fiir 90 min und stieg dann wieder an. Die Atmungs- 
kurve verlief nunmehr parallel zur Kontrolle. Bei geringeren Penicillin- 
Konzentrationen war die Atmungssenkung von kiirzerer Dauer. Da 
Mycobact. lacticola gegeniiber Penicillin resistent ist, trat zunachst zwar 
eine Hemmung ein, die jedoch nicht bestehen blieb. Unter dem EinfluB 
von 0,75 K. Lipase/ml war die Atmung zunichst gering, stieg nach 2 Std 
an, tibertraf noch die in der Kontrolle und war nach 6 Std maximal. Die 
Keime vermehrten sich trotz Absinkens der Atmungskurve weiter, wenn 
auch mit abnehmender Geschwindigkeit. — Der verzégerte Atmungs- 
anstieg in Gegenwart von Lipase kann vielleicht mit der Umstellung der 
Bakterien auf ein anderes Substrat erklirt werden. Da die Lipasewirkung 
sehr schnell einsetzte und das Praparat reich an Stickstoff war, begannen 
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nach ungefahr 2 Std die Bakterien, die ihre Sdurefestigkeit inzwischen 
verloren hatten, sich lebhaft zu vermehren. Wurde diesen Bakterien, bei 
gleicher AtmungsgréBe wie in der Kontrollkultur, Penicillin zugesetzt, so 
zeigte sich eine Wirkungsinderung des Antibioticums. Zwar war auch 
_ jetzt wieder eine halbstiindige Latenzphase zu beobachten, doch sank 
dann die AtmungsgréBe schnell ab; sie war bei einer Konzentration von 
3300 E Pen./ml schon nach 2 Std nicht mehr meBbar. Es trat, wie oben 
erwahnt, eine Lyse ein, die zu 
einem Stillstand der Atmung M. lacticola 
fiihrte. Bei geringeren Konzen- ft 
trationen nahm die Atmung 
ebenfalls stark ab, um dann 
auf einer gewissen Hohe gleich 
zu bleiben; es trat keine Zell- 
vermehrung mehr ein. Nach 
Hirscw# (1951) k6nnte man 
die Wirkungsweise des Peni- 
cillins in der Konzentration von 
3300 E/ml in Gegenwart von 
Lipase als ,,degenerativ’ be- 
zeichnen: nach einer Latenz- 
phase tritt langsame Lyse, ver- 
bunden mit Keimtod, ein. Zu 
bemerken ist aber, da8 hier die 
Atmung verhaltnismaBig schnell 
absank.— Der Zusatz von Lipase 
ermoglichte demnach dem Peni- Abb. 3. Wirkung von PAS und Lipase auf die 
cillin, die Zellen anzugreifen, ihre Atmung wachsender Zellen von Mycobact. lacticola 
Vermehrung wurde unterbun- 
den, und bei der héchsten verwendeten Konzentration erfolgte sogar 
Keimtod. Uberimpfungsversuche bestiatigten dieses Ergebnis. 

Gegeniiber dem Penicillin zeichnete sich das Na-Salz der p-Amino- 
salicylsiure dadurch aus, daB keine Latenzphase eintrat. Seine hemmende 
Wirkung setzte sofort mit zunehmender Wirkstoffkonzentration unter 
dauernder Beeinflussung der Vermehrungsgeschwindigkeit ein (Abb. 3). 
Selbst bei einer Konzentration von 10 mg PAS/ml vermehrten sich die 
Keime noch. PAS in Gegenwart von Lipase lie die Atmung sofort ab- 
sinken, wahrend die Atmungskurve bei einer PAS-Konzentration von 
3 mg/ml mit 0,75 E Lipase/ml parallel zur Abszisse verlief (Bacteriostase 
nach CHURCHMAN 1912). 

Nach Abb. 4 wirkte Isonicotinsiurehydrazid (INH) je nach ange- 
wendeter Konzentration voriibergehend wachstumshemmend. Bei 
Kombination mit Lipase sank nach einer Latenzphase die Atmung fiir 
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90 min ab und blieb dann konstant. Es ist anzunehmen, da8 ein Teil der 
Bakterien, die physiologisch angreifbar waren, abgetétet wurde, wahrend 
die restlichen Zellen ihre Vermehrungsfahigkeit verloren. 

Geringe Dosen von Dihydrostreptomycinsulfat (DHS) beeinfluBten 
bereits die Atmung von Mycobact. lacticola, wie der Kurvenabfall zeigt 
(Abb. 5); ein vélliger Keimtod trat aber auch bei héheren Konzen- 
trationen nicht ein. SCHULER (1947) beobachtete eine ihnliche Strepto- 

mycinwirkung bei gramnegativen 


M. lacticola Keimen. Die Kombination von 
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BY Streptomycin mit Lipase wirkte 
m0? mapeeg ese besonders stark (Abb. 5). 

fe Fo a Da das verwendete Lipase- 

pO : Praparat noch 3 E Trypsin/ml 

poke enthielt, muBte gepriift werden, 

98S: ae ob Trypsin allein auf das Myco- 

bakterium wirkt. Ein hochgerei- 

nigtes Trypsin-Priaparat (Fa. Novo) 

at wurde benutzt, und das Wachstum 

\ a eae bei 3 E/ml beobachtet. Trypsin 

Sone ee verursachte eine Atmungssteige- 

We ipa i rung gegeniiber der Kontrolle 

ste, pe nak Mies (Abb. 6). Auch bei Zusatz von 

— 71mg LVA/ mL Trypsin zur lipasehaltigen Nahr- 

wae Lip OMY aa a Noes ldsung stieg die Atmung etwas 
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stairker an, doch geringer als bei 
Trypsin allein. Vermutlich wurde 
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Abb. 4. die Trypsinldsung mit 0,425 mg 
Wirkung von INH und Lipase auf die Atmung 
wachsender Zellen von Mycobact. lacticola Stickstoff/ ml, davon 0,0005 mg 


KiweiB (das Ferment selbst als 
Protein), vom Bacterium als Stickstoffquelle ausgenutzt. AuBerdem 
ist moglich, daB Stoffwechselprodukte der Bakterien durch das voll-_ 
wirksame Ferment gespalten wurden und sekundir als Stickstoffquelle 
dienten. Mikroskopisch waren keine Veriinderungen der mit Trypsin be- 
handelten Zellen erkennbar. AuBerdem waren sie stark siurefest und 
wurden demnach durch dieses Ferment nicht angegriffen. 

Wurde einer wachsenden Kultur von Mycobact. lacticola sowohl Trypsin 
als auch Penicillin zugesetzt, so wirkte Penicillin in Gegenwart von Tryp- 
sin nicht. Sogar die kurze Hemmperiode wurde noch zugunsten der 
wachstumsfordernden Protease reduziert (Abb. 6). Dieser Versuch wies 
darauf hin, dafi das im Lipase-Praiparat vorhandene Trypsin nicht fiir 
die resistenzmindernde Wirkung verantwortlich gemacht werden kann. 
Auch in Gegenwart der anderen Antibiotica und Chemotherapeutica 
blieb das Trypsin wirkungslos auf die Resistenz. Im gefirbten Priparat 


to’ 
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zeigten die Bakterien, die in Gegenwart von Trypsin + Penicillin ge- 
wachsen waren, starke Saurefestigkeit. 

Mycobact. phlei erwies sich zwar gegeniiber Penicillin empfindlicher 
als Mycobact. lacticola, war jedoch ebenfalls penicillinresistent. Nach 
Zusatz von 200 E Pen./ml wurde voriibergehend — fiir 1 Std — die 
Zellatmung beeinfluBt, so lange, bis die Bakterien sich an das neue 
Medium gewoéhnt hatten, dann stieg die Atmungskurve erneut an 
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Abb. 5. Abb. 6. Hinflu8 von Trypsin und Penicillin 
Wirkung von DHS und Lipase auf die Atmung auf die Atmung wachsender Zellen von 
wachsender Zellen von Mycobact. lacticola Mycobact. lacticola 


_(Abb. 7). Die gleiche Wirkung zeigte das Penicillin in hoherer Konzen- 


tration bei Mycobact. lacticola (Abb. 2). Bei Kombination von Lipase 
mit Penicillin setzte nach einer halbstiindigen Latenzphase die Anti- 
bioticawirkung ein; zunachst sank die Atmung schnell, dann langsam 
ab. Der Wirkungstyp ist als ,,degenerativ™ zu bezeichnen. 

Auch PAS beeinfluBte allein und in Kombination mit Lipase die 
Atmung von Mycobact. phler. Der Verlauf der Kurven entspricht dem 
in Abb. 3. 

Wie PAS, so wirkte ebenfalls INH auf die Vermehrungsgeschwindigkeit 
von Mycobact. phlei ein. 1 mg INH/ml hatte eine ahnliche Wirkung wie 
5 mg INH/ml bei Mycobact. lacticola. In Kombination mit Lipase war 
das Verhalten jedoch anders: Nach kurzem Absinken stieg die Atmung 
kontinuierlich an. Eine Bacteriostase ergab sich nicht. Vielleicht hangt 
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die geringe Wirkung von Lipase + INH bei Mycobact. phlec mit der 
schwachen Saurefestigkeit zusammen. 

DHS beeinfluB&te bereits in niedrigen Dosen die Atmung von Mycobact. 
phlei. Trotzdem konnte durch den Zusatz von Lipase die DHS-Aktivitat — 
noch gesteigert werden. Wahrend bei Einwirkung von 5 y DHS/ml die 
Keimvermehrung aufhérte, trat in Gegenwart von 5 y DHS/ml + Lipase 
langsamer Keimtod ein. Dieab- — 
fallende Atmungskurve gleicht 
fast derjenigen, die mit 50 y 
DHS/ml erhalten wurde. 

Trypsin war bei beiden unter- 


suchten saprophytischenMyco- 
bakterien-Stémmen  gleicher- 
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Die pathogenen Mycobak- 
terien wurden nicht zu Wachs- 
tumsversuchen in der War- 
burg-Apparatur herangezogen, 
da wegen der geringen Wachs- 

l tumsgeschwindigkeit keine feh- 
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lerfreien Ergebnisse zu erhal- 
Abb. 7. Wirkung von Penicillin und Lipase auf die : 
Atmung wachsender Zellen von Mycobact. phlei ten sind. 


Vergleichsmessungen mit Escherichia coli 
und Staphylococcus aureus 


Aus den Ergebnissen der Atmungsversuche mit Mycobakterien ergibt 
sich die Frage, wie sich ,,normale‘‘ Bakterien verhalten, ob sie durch 
Lipase beeinfluBt werden und ob Lipase bei ihnen die Resistenz gegen- 
tiber Antibioticis herabsetzt. 

Zu Vergleichsuntersuchungen wurden ein streptomycinempfindlicher und ein 
streptomycinresistenter Stamm von LHscherichia coli sowie ein penicillinsensibler 
und ein penicillinresistenter Staphylococcus aureus-Stamm herangezogen. Auch hier 
wurde die manometrische Methode angewendet. Die Kulturen wurden auf Bouillon- 
Lésung, die 1% Pepton, 1% Fleischextrakt, 0,5°% Kochsalz und 1% Glucose ent- 
hielt, 18 Std bei 87°C vorgezogen, und mit einer Kulturverdiinnung 1 : 25 wurden 
die Warburg-GefaBe beschickt. 

DHS zeigte bei H. coli (Nr. 427) in einer Konzentration von 50 y/ml 
die von SCHULER (1947) erwihnte Wirkung (Abb. 8). Lipase vermochte 
die Atmung kaum zu steigern, sondern bewirkte, wenn auch nur kurz- 
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fristig, einen geringen Atmungsabfall. Lipase in Verbindung mit DHS 
erhohte die Antibioticawirkung nicht, vielmehr war ein Wirkungsabfall 
des DHS gegeniiber diesem Coli-Stamm festzustellen, obgleich auch hier 
das degenerative Verhalten zum Ausdruck kam. Trypsin veranderte den 
Atmungsverlauf gegeniiber der Kontrolle nicht, waihrend es in Gegen- 
wart von DHS dessen Wirkung reduzierte. Aus dem Versuch ist ersicht- 
lich, daB Lipase die Bakterienzelle nicht verinderte, sondern sekundiar 
die Wirkung des Antibioticums ab- 
schwachte. Die Wirkung von Trypsin 
war ahnlich. — Im Vitalpraparat und 
im nach Gram gefarbten Praparat pl 
zeigten sich hinsichtlich Morphologie 
und Farbung bei Gegenwart von Lipase 

oder Trypsin keine Veriinderungen im 
Vergleich zur Kontrollkultur. 


Der resistente Stamm von JL. coli =. 
(Nr. 385) verhielt sich ahnlich wie der A A, 
sensible. 10 mg DHS/ml bewirkten $s 
einen Abfall der Atmungskurve, * é < 
3 J ‘ S —~bipase O75E/mi \ 
wahrend in Gegenwart von Trypsin © —-k 4 
oder Lipase diese Wirkung zunachst gt ELD Deer 
; 5 s: —~ BL mL 
etwas reduziert wurde, sich aber spater Or; 
der DHS-Wirkung anglich. w+ DAS 50 y/m 
Ein Staph. aureus-Stamm (Nr. 1196) 
: ! 
wurde ausgewahlt, der bereits durch Foe ae OE 
0,03 E Pen./ml gehemmt wurde, also Abb. 8. Eindue von DHS, Trypein und 
stark sensibel war. Die Warburg- Lipase auf die Atmung wachsender 


. : Zellen von EH. coli (Nr. 427) 
Versuche zeigten nun, da dieser 


Stamm auch durch 0,75 E Lipase/ml 

im Wachstum gehemmt wird; die Atmung sank auf unmeBbare Werte 
ab. Bei einer Lipaselésung mit 0,37 E/ml stieg die AtmungsgroBe 
nur voriibergehend an, fiel dann aber stark ab. Die Kombination von 
Lipase + 0,01 E Pen./ml ergab einen ahnlichen Kurvenverlauf wie 
Lipase allein, jedoch eine stirkere und schnellere Hemmwirkung als 
Penicillin allein. Von Bedeutung ist, daB ebenfalls 3 E Trypsin/ml, wenn 
auch nicht so stark, die Atmung hemmten (Abb. 9). Die Kombination 
Trypsin + Penicillin wirkte bei Staph. aureus wie Trypsin allein. Beide 
Fermente, Lipase und Trypsin, miissen fiir den Atmungsabfall des 
sensiblen Staph. aureus-Stammes verantwortlich gemacht werden. Es 
wurden noch weitere sensible Staphylokokken-Stimme untersucht, die 
sich analog verhielten. — Mikroskopisch zeigten die behandelten Zellen 
im Vergleich zur Kontrolle starke morphologische Veranderungen. Die 
in Enzymlosung gewachsenen Kokken waren deformiert, gequollen und 


260 G. Bock: : 


autolysiert, in 4bnlicher Weise wie bei Penicillineinflu8. Die Ergebnisse 
mit diesen Staphylokokken-Stammen zeigen, daB ein direkter Vergleich 
mit den Mycobakterien nicht méglich ist. Mycobakterien sind resistent 
gegeniiber Penicillin, wihrend die untersuchten Stémme hoch sensibel 
waren. Doch ist die Beobachtung erwihnenswert, daB ein Staphylo- 
coccus-Stamm, der durch Penicillin in seinem Wachstum gehemmt wurde, 
auch bei Enzymlésung oder Trypsin nicht mehr lebensfaihig war. 


a 


Staph. aureus 


1 
i Rh Pte B96 ap 
eee ee e—--« Pen. 0,01 E/mi 
sos) aril & 
[ Pon eee ~—« Irypsin 3E/mi 
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es ape “a —e Lip. 0,75 E/m 
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Abb. 9. Hinflu8 von Penicillin, Trypsin und Lipase auf die Atmung wachsender Zellen 
von Staphylococcus aureus (Nr. 1196) 


Mycobact. tuberculosis, Typus humanus, wurde zwar durch hohe Lipase- 
Konzentrationen in seinem Wachstum gehemmt, nicht aber durch 
Trypsin. 

Lipaselésung verursachte bei einem penicillinresistenten Staph. aureus- 
Stamm (Nr. 710/54) eine Wachstumssteigerung gegentiber der Kontroll- 
kultur (Abb. 10). Durch 1000 E Pen./ml wurde die Atmung fiir nur kurze 
Zeit reduziert, stieg aber dann steil an. Lipaselésung setzte die Peni- 
cillin- und DHS-Wirkung herab. Auch Trypsin forderte das Wachstum 
und minderte dadurch die Antibiotica-Wirkung. 

Die an #. coli und an penicillinresistenten Stimmen von Staph. aureus 
gewonnenen Ergebnisse lassen erkennen, dai die Enzymlésung die Anti- 
biotica-Wirkung nicht erhdhte. Da sich eine Trypsinlésung mit 3 E/ml 
analog der Enzymlésung verhielt, ist anzunehmen, da das Trypsin in 
der Enzymlosung wirkte, und die EiweiBstoffe der Naihrlosung proteo- 
lytisch gespalten wurden. Die Wachstumsforderung war als indirekte 
Fermentwirkung anzusehen. Demnach trat die Lipase nicht in Funktion. 
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Das Verhalten eines Ferment-Glycerin-Priéiparates! 


Fiir eine weitere Versuchsreihe wurde ein zweites Ferment-Praparat 
herangezogen, ,,Pyosolva‘!, das 1,5 Lipase E/ml, 18 E Trypsin und 
10 EK Amylase/ml enthalt. Es handelt sich hierbei um einen Glycerin- 
auszug. In in vitro-Versuchen von WotF u. DzruBa (1953) sowie PESCHKE 
u. WEBER (1954) erwies sich ,».Pyosolva‘‘ tuberculostatisch wirkend. Es 


wurden daher eigene Versuche mit diesem 
Praparat und seinen Einzelkomponenten 
durchgefiihrt. 


Eine gebrauchsfertige ,,Pyosolvalésung‘‘, 
die in 70% igem Glycerin die Fermente gelést 
enthalt, wurde mit Phosphatpuffer (py 7.2) 1:1 
verdiinnt und mit einer Aufschwemmung einer 
16tagigen Mycobact. tuberculosis-Kultur (un- 
gefahr 2 mg Frischgewicht) beimpft. Parallel 
dazu wurden Kulturréhrehen mit Glycerin + 
Puffer, mit 0,75 E/ml Lipaselésung und schlieB- 
lich mit 9 E/ml Trypsin angesetzt. Nach 0, 3, 
6, 24 und 48 Std bei 37°C wurden aus diesen 
Kulturlésungen je 0,05 ml/ml (1 Tropfen) in 
sterile Nahrlosung gegeben und 16 Tage be- 
briitet. 


Die Versuchsergebnisse (Tab. 2) lassen 
eine deutlich hemmende Wirkung des 
».Pyosolva‘‘, ebenso aber auch der wab- 
rigen Lipaselésung erkennen; bei Trypsin 
dagegen ergab sich noch nach 4 Wochen 
ein Wachstum. In erster Linie ist dem- 
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Abb. 10. EinfluB von Penicillin, DHS 
und Lipase auf die Atmung wachsender 
Zellen von Staphylococcus aureus 
(Nr. 710/54) 


nach die hemmende Wirkung der Lipase zuzuschreiben. AuBerdem darf 
bei den hohen Konzentrationen (35%) die antibakterielle Wirkung des 
Glycerins nicht unberiicksichtigt bleiben. 


Tabelle 2. HinfluB der verschiedenen Substanzen auf Mycobact. tuberculosis 


Mikroskop. Bild bei 
48-Std-Kultur nach 16 Tg. 


16 
| Tage 


vereinzelte Granula, 


nicht sdurefest 
makr, ungefaihr 30 


-+- | Kolonien; Granula 

++ | sdurefeste Staibchen 

— | nicht siurefeste Granula 
+ | sdurefeste Staibchen 

++ | sdurefeste Stabchen 


° 3 6 24 | 48 
Std | Std | Std | Std | Std 
ereeere oS ee rs eee 
1. Pyosolva ++}4+]/ 44+] 4+ ) + 
2. Glycerin 70% 
-_ Puffer 1:1 ++) ++] ++) 4+ + 
3. Puffer . +e} ++] ++) 44+] 4+ 
47 Lipase 0,75 H/ml | ++) ++) + seven aes 
5. Trypsin 9 E/ml . Sel stds lac? GEN bE bart 
6. Kontrolle ae ee ee ee Ae oe 


1 Der Kali-Chemie A.G. Hannover danke ich fiir die Uberlassung des Praparates. 
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Bei Mycobact. tuberculosis, Typus gallinaceus, war das Ergebnis ahnlich, 
nur wirkte Glycerin geringer wachstumshemmend. 

Sowohl bei Mycobact. lacticola als auch bei Mycobact. phlei entsprachen — 
die Testergebnisse mit ,,Pyosolva‘‘ denen mit Lipase. Es war keine 
wesentliche Hemmung innerhalb einer 48stiindigen Einwirkung fest- 
zustellen. Wurde jedoch ein kleiner Unterschied zwischen ,»,Pyosolva‘* 
und Lipase deutlich, so beruhte dieser auf der antibakteriellen Wirkung 
des Glycerins, denn im Verdiinnungstest wirkte eine 40% ige Glycerin- 
lésung hemmend auf das Wachstum der Saprophyten. Atmungsmessungen ~ 
brachten gleiche Ergebnisse. — . 

Kombinationsversuche von ,,Pyosolva “(1 : 40 verdiinnt) mit DHS bei 
dem Teststamm Mycobact. tuberculosis ergaben entsprechend den oben — 
angefiihrten Versuchen mit 0,04 E Lipase/ml dieselbe Minderung der — 
Resistenz, d. h. eine weit bessere Ansprechbarkeit gegenitber DHS. Der — 
Stamm, der ohne ,,Pyosolva‘‘-Zusatz erst bei 62,5 y DHS/ml Wachstums- 
hemmung zeigte, wurde in Gegenwart von ,,Pyosolva‘* schon bei einer 
Konzentration von ungefaihr 7,8 y DHS/ml voéllig gehemmt. Das im ~ 
,,Pyosolva‘‘ vorhandene Trypsin besitzt keine antibakterielle Wirkung. 
Die im Praparat enthaltene Lipase (0,75 E/ml) wirkt dagegen tuber- 
culostatisch. ,,Pyosolva“ 1:40 verdiinnt, bzw. 0,04 E Lipase/ml, — er- 
moglichen eine Aktivitaétssteigerung des Streptomycins. 


Wachstumsversuche mit Salzen und Antibioticis 


Wachstumsmessungen bei Zusatz von Salzen 
und Antibioticis mit Mycobakterien 


Die bisherigen Untersuchungen bewiesen, daB Lipase infolge Anderung 
der Zellgrenzschicht von Mycobakterien die Aktivitit von Antibioticis 
und Chemotherapeuticis steigert. Ob und wie weit es méglich ist, durch 
Zusetzen tiberoptimaler Salzkonzentrationen die Aktivitaét von Anti- 
bioticis zu beeinflussen, sollen die folgenden Versuche zeigen. 


Nach Hernzex (1950) und Voss (1952) veriindern Neutralsalze in iitberoptimalen 
Konzentrationen die Bakterien in Gestalt und Gré8e und hemmen in hohen Kon- 
zentrationen das Wachstum. 

SorKIN (1951) beobachtete eine metallkomplexe Bindung zwischen Kupfer und 
Oxin, wodurch die tuberculostatische Wirkung des Oxins verstarkt wurde, waihrend 
Cut+-Ionen, allein getestet, wirkungslos blieben. In einer spiteren Ver6ffentlichung 
des Verfassers (1951) wurde auch eine Erhéhung der PAS-Wirkung durch Cut+- 
Tonen angegeben. 

Prarr u. Mitarb. (1948) fanden eine Verdoppelung der Penicillinwirkung bei 
Zusatz von Kobaltionen zum Substrat. Nach Scape (1949) zeigte sich eine anti- 
bakterielle Wirkung von Kobalt gegeniiber verschiedenen Bakterienarten. GILLISSEN 
(1953) beschreibt die bacteriostatische und bactericide Wirkung des CoCl, bei 
M ycobact. tuberculosis. 

Da nach Voss (1952) bei den Chloriden zu Beginn des Wachstums sowohl die 
quellenden als auch die entquellenden Ionen eine VergréBerung der Bakterienzelle 
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bewirken, wurden fiir eigene Versuche verschiedene Kationen bei gleichem Anion 
gewahlt. Folgende Chloride wurden gepriift: NaCl und LiCl als Alkalisalze und 
CaCl,, MgCl, und BaCl, als Erdalkalisalze. Die angegebenen Konzentrationen be- 
deuten jeweils die Endkonzentration der Salze in der Nahrlésung. 


Im Verdiinnungstest zeigten Mycobact. lacticola und Mycobact. phlei in 
0,5 mol MgCl,-, NaCl- oder LiCl-Lésung makroskopisch ein gutes Wachs- 
tum, wahrend BaCl, nur bei einer Konzentration von 0,12—0,06 mol 
Losung ein Wachstum zulie8. Bereits 1molare Lisungen der Salze ver- 
minderten das Wachstum im Vergleich zur Kontrolle stark; héhere 
Konzentrationen riefen eine Bacteriostase hervor. Niedrigste Konzen- 
trationen von CaCl, bewirkten schlechtes Wachstum; mikroskopisch 
waren nur Kurzstabchen und Granula zu beobachten. Deshalb wurde 
dieses Salz ausgeschlossen. — Mikroskopisch zeigten sich in 0,5 und 0,25, 
bzw. 0,12 mol Lésungen von NaCl, MgCl,, LiCl und BaCl, vergréBerte 
Zellen, die meistens etwas verlingert oder sogar zu Faden ausgewachsen 
waren, ohne aber ihre Saéurefestigkeit vollstiindig verloren zu haben. Nur 
einige Zellen waren nicht mehr siurefest. Das entspricht der Ansicht von 
PoRTER u. YEGIAN (1945), daB nur vollig intakte Zellen sd&urefest sind, 
wahrend schon bei geringfiigigen Schadigungen diese Saurefestigkeit 
verlorengeht. — Die Versuche zeigten also, daB nicht nur die quellenden 
Alkalisalze, sondern auch die entquellenden Erdalkalisalze eine Ver- 
groBerung der Einzelzelle hervorriefen. 


Da Mycobact. lacticola eine hohe Resistenz gegeniiber dem Anti- 
bioticum Penicillin besitzt, wurde dieses zu Kombinationsversuchen ver- 
wendet. Im Verdiinnungstest wurde mit fallenden Antibiotica-Konzen- 
trationen bei feststehender Salzkonzentration gearbeitet. In Anwesenheit 
von 0,5 mol MgCl, war Penicillin bereits bei 1650 E/ml wachstums- 
hemmend, wahrend dieselbe Penicillin-Konzentration ohne MgCl, nach 
48 Std Bebriitung ein starkes Wachstum zulie3. Auch ein Zusatz von 
0,25 mol MgCl, beeinfluBte die Antibiotica-Aktivitat noch nachweisbar. 
— Zusatz von BaCl, in Konzentrationen von 0,12 und 0,06 mol verzogerte 
stark das Wachstum und erhdhte die Aktivitét des Penicillins. Bei einer 
Konzentration von 3300 E Pen./ml + 0,12 mol BaCl, war das Wachstum 
vollstandig gehemmt. Auch nach Uberimpfung auf ein frisches Medium 
fand kein Wachstum statt. Unter dem Einflu8 von 1650 E Pen./ml 
+ 6,12 mol BaCl, trat dagegen keine vollstiindige Hemmung mehr ein. 
Auch in Gegenwart von 3300 E Pen./ml + 0,06 mol BaCl, verzogerte 
sich das Wachstum. BaCl,, das allein schon stark hemmend wirkte — 
nach Kano (1926) steigt die Wachstumshemmung mit dem Entquellungs- 
vermégen — beeinfluBte die Aktivitét des Antibioticums nur gering. 
Das kann wahrscheinlich mit der entquellenden Wirkung des Bat**- 
Tons erklart werden, obgleich andererseits gerade durch BaCl, nach Voss 
(1952) ein starkes Auswachsen der Mycobakterienzelle erreicht wurde. 
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Bei eigenen Untersuchungen war sowohl in synthetischer Nahrlésung als 
auch in Bouillon die Einzelzelle nur wenig vergréBert. Ob ein Bakterium 
in seiner auBeren Form verindert wird, hingt wahrscheinlich vom 
Medium ab. — 3300 E Pen./ml und 1650 E Pen./ml waren in 0,25 mol 
LiCl-Lésung wirksam. Bei 0,12 mol LiCl war die Penicillin-Aktivitat 
geringer. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich mit NaCl. Nach Uberimpfung 
der behandelten Bakterien auf frische Nahrlésung waren alle R6hrchen 

bewachsen; es war nur eine Bac- 

0? ACR TIEALE, teriostase eingetreten. 

Die Sensibilitét von Mycobact. 
lacticola gegeniiber DHS wurde 
durch LiCl und NaCl noch gesteigert. 

Die Wirkung des PAS auf Myco- 
bact. phlei, das gegeniiber dieser Sub- 
stanz resistent ist, wurde durch LiCl 
kaum, durch MgCl, etwas erhoht. 

Um die Ergebnisse der Rohrchen- 
- sau ad Lae versuche zu festigen, wurden At- 
a—= Pen.+ Lill mungsmessungen durchgefiihrt. Die 
REEL Versuchsanordnung war die gleiche 
wie mit Lipase, nur wurden die einzel- 
nen Salze mit dem Antibioticum zu- 
sammen in die Nihrlésung gegeben. 
SMT Rae STENe BT BET Ty EST 2) Aus Abb. 11 geht hervor, da 
Abb. 11. Wirkung von Penicillin und Lich 9,25 mol LiCl sofort nach Zugabe 
enf die Aimung waabsender 2elen die AtmungsgréBen reduzierte, und 
von Mycobact. lacticola . 
zwar nicht nur voriibergehend, son- 
dern wahrend des beobachteten Wachstumsverlaufes. Bei Zusatz von 
3300 E Pen./ml + 0,25 mol LiCl setzte nach einstiindigem verzégertem 
Wachstum — wie bei 0,25 mol Salzlésung allein — eine verstirkte 
Hemmung der Atmung ein, die durch die Kombination von Penicillin 
+ Salz hervorgerufen wurde. Es trat keine erneute Keimvermehrung 
ein. Die Kombination Penicillin + LiCl bewirkte demnach eine Bacterio- 
stase. Wie Abb. 11 zeigt, besteht zwischen Penicillin und LiCl in ihrer 
Wirkung ein Synergismus, der erst nach einer gewissen Einwirkungszeit 
deutlich wird. — BaCl, hemmte das Wachstum stirker als LiCl und er- 
héhte noch deutlicher die Penicillinwirkung. 

Die Warburg-Versuche lassen erkennen, daB die Kombination Peni- 
cillin-Salzl6sung das Wachstum von saprophytischen Mycobakterien 
mehr beeintrachtigt als die Einzelkomponenten. Wenn auch, wie im 
Rohrchenversuch gezeigt wurde, bei geringeren Salzkonzentrationen die 
Hemmung abnahm, also die Wirkung hauptsichlich den Salzen zu- 
gesprochen werden mu8, ist doch zu betonen, da sowohl die Penicillin- 
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Konzentration 3300 E/ml als auch die Salzlosung ein Wachstum er- 
laubten, und erst bei deren Kombination eine Vermehrung der Bakterien 
ausblieb. 


Réhrchen- und Plattenversuche 
mit Staphylococcus aureus 


Sowohl der penicillinsensible (Nr. 1196) als auch der penicillinresistente 
(Nr. 710/54) Staph. awreus-Stamm wurden durch erhdhte Salzkon- 
zentrationen morphologisch veriindert. Im Vergleich zu den Myco- 
bakterien waren hier staérkere Salzkonzentrationen vertraglich, so da8 
‘eine lmolare LiCl- oder MgCl,-Lésung noch ein gutes, nur wenig ver- 
zogertes Wachstum zulie8. Als Naihrsubstrat diente Bouillon. 


Die Kokken waren unter dem Hinflu8 (24 Std) einer 1 mol Salzlosung 
auf 2—2,5 uw, gegeniiber normal 1—1,5 w, vergroBert. Zusatz von 0,5 mol 
Salzlosung zum Medium vergréRerte ebenfalls die Kokkenform, und zwar 
LiCl noch ausgepragter als MgCl,. Hierin kommt wieder die starkere 
Wirkung des Alkalisalzes als quellenden Salzes im Vergleich zum Erd- 
alkalisalz als entquellendem Salz zum Ausdruck. 


0,5 mol LiCl bzw. MgCl, erhéhte die Empfindlichkeit des sensiblen 
Staphylokokken-Stammes gegenitiber Penicillin und DHS gering. Der 
resistente Stamm verhielt sich analog. Die Kokken, die sich noch bei 
Zusatz von 1000 E Pen./ml entwickelten, wuchsen nicht mehr in Gegen- 
wart von 0,5 mol Salzlésung + 1000 E Pen./ml, wohl aber bei 0,25 mol 
Salzlésung mit Penicillin. Bei dieser Salzkonzentration waren die Zellen 
nur geringfiigig vergroBert, und das Wachstum glich dem der Kontroll- 
kultur. 


Auch im antibiotischen Agar-Plattentest zeigte sich eine geringe Ver- 
gréBerung der Hemmzonen, wenn 0,1 ml Penicillinlosung mit MgCl, 
(0,5 mol) in ein gestanztes Loch pipettiert wurde, oder wenn die Salz- 
lésung in den Agar (Endkonzentration 0,5 mol) gegeben und Penicillin 
allein getestet wurde. 


Aus den Versuchen mit verschiedenen Neutralsalzen ist ersichtlich, 
daB sich die quellenden und entquellenden Kationen in Verbindung mit 
Chlor als Anion in ihrer Wirkung sowohl auf Mycobakterien als auch auf 
Staphylokokken nicht wesentlich unterscheiden. Alle untersuchten Salze 
verdandern in unterschwelligen Dosen die Morphologie und verzdgern das 
Wachstum. Bei Kombination der Salze mit Penicillin, PAS oder DHS 
wirken die Einzelkomponenten zusammen, und das Wachstum des 
einzelnen Bakterienstammes wird reduziert. Die Wirkung kann als 
Potenzierung der Krafte, Synergismus, angesehen werden, wobei un- 
beantwortet bleibt, ob etwa das Antibioticum infolge Anwesenheit des 
Salzes besser zur Wirkung kommt. 
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Versuche mit ,,ruhenden® Bakterien 


Der EHinfluB von Lipase, Trypsin und Antibioticis 
auf ,ruhende“ Mycobakterien 

Bakterien einer ,,ruhenden‘‘ Kultur atmen lediglich in einer Kohlen- 
hydrat-Puffer-Lésung, ohne sich, wegen Mangels an assimilierbaren 
stickstoffhaltigen Substanzen, zu vermehren. Manometrische Messungen 
der Atmung solcher Bakterien zeigen gleichbleibende AtmungsgréBen, 
die nur infolge Autolyse der Zellen langsam geradlinig abfallen. 

24-Std-Kulturen der saprophytischen Mycobakterien wurden von der Nahr- 
lésung abzentrifugiert, gewaschen und in Phosphatpuffer pq 7,2 mit einem Zusatz 
von 0,5% Glucose aufgenommen. Die Bakterienzahl wurde densitometrisch be- 
stimmt. Die Atmungsmessung an ,,ruhenden“ Bakterien erforderte ungefahr die 
dreifache Bakterienzahl wie die Wachstumsversuche. — Bei Mycobact. tuberculosis 
wurden die Bakterienkolonien einer 20 Tage alten Kultur vom Agar geschabt 
(Substrat 4 Hon), fein verrieben und mit 0,59 Glucose + Phosphatpuffer pu 7,2 
aufgeschwemmt, so daB eine homogene Suspension entstand. Die Bakterienauf- 
schwemmung wurde gleichmaBig auf die Warburg-GefaBe verteilt. Der virulente 
Stamm zeigte wie die saprophytischen Stiémme eine gleichbleibende Atmung. 

In den vorangegangenen Versuchen wurden die wachsenden Myco- 
bakterien durch Antibiotica-Lipase-Kombination in ihrer Atmung ge- 
hemmt, doch konnte nicht erklart werden, ob die Atmungsstérung auf 
einer Schidigung von Atmungsfermenten beruht oder ob andere 
physiologische Prozesse beeintriichtigt werden. Handelt es sich um eine 
Stérung des Atmungsprozesses, so wird auch die Atmung ,,ruhender‘‘ 
Bakterien gehemmt. 

Kigene Versuche bestiatigten die Ergebnisse anderer Autoren, wie 
Hrrscu (1947), Wagner (1951), daB die ,ruhenden“ Zellen von Myco- 
bact. tuberculosis durch Streptomycin und PAS nicht angegriffen werden. 
Die Ruheatmung der Bakterien wird durch Antibiotica nicht beeinfluBt, 
durch INH (im Gegensatz zu Aronson 1952), selbst bei 5 mg/ml, nur 
unwesentlich (siehe Abb. 13). Demnach wurden die ,tuhenden‘: Zellen 
von Mycobact. tuberculosis durch INH nicht abgetétet. Auch bei den 
Saprophyten wurde die Atmung durch Antibiotica nicht gehemmt. 
Somit beeinfluBten diese Substanzen die Atmungsfermente nicht. 

Wegen ihres Gehaltes an Stickstoff und organischer Substanz erhdht 
Lipaselésung die Ruheatmung der saprophytischen Mycobakterien und 
ermoglicht sogar eine geringe Zellvermehrung, wie aus dem Anstieg von 
Atmung, Bakterienzahl und Trockengewicht hervorgeht. Die Atmungs- 
groBe ,,ruhender‘‘ Bakterien in Gegenwart von Lipase war bei Versuchs- 
beginn schon fast doppelt so groB wie die der Kontrollkultur. Die Bak- 
terien nutzten das Ferment-Priparat sofort als Stickstoffquelle aus, 
wihrend bei den Wachstumsversuchen die Atmung in Gegenwart von 


Lipase zuniichst gegeniiber der Kontrolle stark zurickblieb, um dann 
schnell anzusteigen. 
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Die endogene Atmung von Mycobact. lacticola, d. h. ohne Zusatz eines 
Kohlenhydrates, betrug bei gleicher Bakterienzahl ungefihr ein Viertel 
der Atmung in Gegenwart von Glucose. Die Atmung in Anwesenheit von 
Lipase war ohne Glucose zunichst viermal so stark, mit Glucose doppelt 
so stark wie die der Kontrolle. Unter dem Einflu8 von Lipase verlief also 
die endogene Atmung in gleicher Weise wie bei Glucose-Zusatz. AuBerdem 
stiegen die AtmungsgréBen in Gegenwart der Lipaselosung noch an. 

Mycobact. phlei verhielt sich ahnlich. 
10 M. lacticola , Ruhende“ Zellen verloren in kur- 
zer Zeit ebenfallsihre Saiurefestigkeit. 
Da sich die Bakterien aber, sobald 
sie in die Lipasel6sung kamen, zu 
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Abb. 12. Wirkung von Antibioticis, Abb. 13. Hinflu8 von DHS, INH, Lipase und 
Chemotherapeuticis und Lipase auf die Atmung Trypsin auf die Atmung ,,ruhender“ Zellen von 
»ruhender® Zellen von Mycobact. lacticola Mycobact. tuberculosis, Typus humanus 


vermehren begannen, besteht die Méglichkeit, da8 der Verlust der Saure- 
festigkeit auf wachsende Zellen beschriankt ist. Hiergegen spricht jedoch, 
daB Mycobact. tuberculosis unter dem Einflu8 von Pankreaslipase eben- 
falls die Saiurefestigkeit verliert, obgleich im Ruhezustand in Gegenwart 
von Lipase (im Gegensatz zu den saprophytischen Mycobakterien) keine 
Vermehrung der Zellen eintritt. Es kommt sogar zu einem stirkeren 
Atmungsabfall. Priva (1952) stellte gleichfalls einen Verlust der Saure- 
festigkeit nach 3—l5stiindigem Kontakt mit Pankreaslipase bei ,,ru- 
henden“ Mycobact. tuberculosis-Zellen fest. 

Wahrend bei Mycobact. lacticola die Atmung in Gegenwart von Anti- 
bioticis ebenso wie bei unbehandelten Zellen verlief, nahm die Atmungs- 
groBe bei Zusatz von Lipase + Antibioticum, im Gegensatz zu Lipase 
allein, nicht zu. Es trat weder eine Zellvermehrung ein, noch sank die 
Atmung ab (Abb. 12). Demnach befand sich nur ein Teil der Zellen in der 
Wachstumsphase ; diese wurden in ihrer Entwicklung gehemmt, wahrend 


die ,,ruhenden“ Zellen nicht angegriffen wurden. Bei der Kombination 
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PAS + Lipase sank die Atmungskurve etwas ab. Auch unter dem Ein- 
flu8 von Trypsin stieg die Atmung an, da der Stickstoff des Praparates 
ausgenutzt wurde. Gleiche Ergebnisse wurden bei Mycobact. phlei erzielt. 
— Bei Mycobact. tuberculosis wurde die Atmung durch 0,37 Lipase-E/ml 
wesentlich reduziert (Abb. 13). Diese Lipase-Konzentration kann hier 
als bactericid angesprochen werden. Weder DHS- noch INH-Zusatze 
vermochten die Lipasewirkung zu steigern. Trypsin beeinfluBte im Gegen- 
satz zu Lipase die Atmung nicht. Es ergibt sich aus diesem Versuch, daB 
hohe Lipase-Konzentrationen auf Mycobact. tuberculosis, Typus humanus, 
bactericid wirken. 


Untersuchungen mit ,ruhenden* Zellen 
von Staphylococcus aureus 


Da Pankreaslipase bereits auf wachsende Zellen von L. coli wirkungslos blieb, 
wurden nur die Staph. awreus-Stamme fiir die Versuche mit ,,.ruhenden“ Bakterien 
herangezogen. Die 18-Std Kulturen wurden abzentrifugiert, gewaschen und un- 
verdiinnt in 0,59% Glucose + Phosphatpuffer, py 7,2, aufgenommen. 


Zusatz von 1 E Pen./ml beeinfluBte die Atmung der ,,ruhenden“ 
Zellen des sensiblen Staph. aureus-Stammes in keiner Weise. Trypsin | 
dagegen steigerte in einer Konzentration von 3 E/ml] die Atmung, 
wahrend es in der wachsenden Kultur die Atmung hemmte. Das Trypsin 
wird also im Stoffwechsel der ,,ruhenden* Zellen ausgenutzt. Gegen- 
sitzlich hierzu wirkte die Lipaselésung. Lipase +- Penicillin ergaben den 
gleichen Kurvenverlauf; die Wirkung ist hier allein der Lipaselésung zu- 
zuschreiben. Nachdem die Atmungsgr6Ben zunichst bis zum 5fachen 
der Kontrollkultur anstiegen, fielen sie wie bei Wirkung einer bacteri- 
ciden Substanz stark ab und lagen in 5 Std tiefer als bei der Kontrolle. 
Vielleicht laBt sich das Verhalten der Zellen in der Lipaseldsung damit 
erkliren, daB in den ersten Stunden die organische Substanz veratmet 
wurde, und dann ein bactericid wirkender Faktor des Lipase-Konzen- 
trates zur Wirkung kam. Nach diesem Versuch mit ,,ruhenden“ Sta- 
phylokokken sind die Wirkungsweisen von Lipase- und Trypsinlésung 
keineswegs gleich, obwohl im Warburg-Versuch beide Fermentlésungen — 
auf wachsende Zellen dieses Stammes aéhnlich wirkten. Die ,,.ruhenden‘‘ 
Zellen des resistenten Staph. aureus-Stammes, die sich in der Lipase- 
l6sung befanden, atmeten 4mal stiirker als die der Kontrollkultur, und 
sie vermehrten sich. Durch Zusatz von Penicillin wurde die Vermehrung 
kurzfristig, entsprechend der Wirkung des Penicillins gegeniiber diesem 
Stamm, zunichst gehemmt und stieg danach wieder an. Die Zellen 
adaptierten also sehr schnell. 


Der SalzeinfluB auf ,ruhende Mycobakterien 
Zu der ,,ruhenden‘* Mycobact. lacticola-Kultur wurden als Salze 
0,25 mol LiCl und 0,12 mol BaCl, zugesetzt. LiCl hatte nicht den ge- 
ringsten Kinflu& auf die Atmung ,,ruhender Zellen, und auch seine 
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Kombination mit Penicillin blieb ohne Wirkung. Dagegen wirkte BaCl, 
in einer Konzentration von 0,12 mol bereits etwas atmungshemmend. 
Die Kombination mit Penicillin verstirkte diese Hemmung nicht. Kin 
Vergleich der ,,ruhenden‘‘ mit der wachsenden Mycobact. lacticola-Kultur 
in Gegenwart von BaCl, lift erkennen, daB es sich bei BaCl, um ein 
toxisches Salz handelt, das auf in Vermehrung befindliche Mycobakterien 
in einer Konzentration von 0,12 mol wachstumshemmend wirkt und bei 
,ruhenden* Keimen sogar zu einer Atmungshemmung fiihrt. 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Von der Uberlegung ausgehend, daB Antibiotica in die Zelle eindringen 
mussen, um ihre Wirkung entfalten zu konnen, wurde die Frage gestellt, 
ob durch Anderung der Bakteriengrenzschicht die Aktivitat der Anti- 
biotica erhoht werden kann. Da bei den Mycobakterien die groBe Anzahl 
lipophiler Gruppen in der Grenzschicht den Eintritt von Antibioticis 
erschwert, wurde hauptsachlich diese Bakteriengruppe fiir die Versuche 
herangezogen. 

Mit Hilfe von Pankreaslipase kann, wie die Ergebnisse zeigen, ein 
Verlust der Saiurefestigkeit herbeigefiihrt werden, d. h. der Lipoidgehalt 
wird verandert. Lipase verstarkt die Wirkung eines Antibioticums. So 
wirkt Penicillin (in héherer Konzentration), demgegentiber Mycobact. 
lacticola sich als resistent erweist, in Gegenwart von Pankreaslipase 
, bedingt bactericid*‘, d. h. nach einer Latenzphase — in der ein Eingriff 
in den Mononucleotid-Stoffwechsel bei gleichzeitig unbeeinfluBter Kern- 
teilung und Bildung von Riesenzellen stattfindet (TULASNE 1949) — 
neigt sich die Atmungskurve und fallt geradlinig ab, da die Bakterien 
nicht mehr lebensfahig sind. Auch PAS, INH und DHS wirken in Gegen- 
wart von Lipase stirker. Es wird eine Bacteriostase bzw. ,,bedingte 
Bactericidie‘‘ verursacht, wobei ein Bacteriostaticum nur den Teilungs- 
apparat der Zelle beeintrachtigt und die Vermehrung unterbindet, 
wahrend eine bactericid wirkende Substanz auch die Atmungsfermente 
beeinfluBt und das Bacterium abtotet. 

Hinsichtlich der Wirkungsweise der Antibiotica in Gegenwart von 
Pankreaslipase zeigen bereits Mycobact. lacticola und Mycobact. phlei aut 
Grund ihrer unterschiedlichen Saurefestigkeit gewisse Differenzen. Diese 
sind noch ausgepragter im Vergleich zu Mycobact. tuberculosis. Abgesehen 
davon, da® das Lipase-Praparat bei dem Bacterium weniger vertraglich 
ist, erhdht schon eine Konzentration von 0,045 Lipase E/ml die Anti- 
biotica-Aktivitait gegenitiber einem DHS-, INH- und PAS-resistenten 
Mycobact. tuberculosis-Stamm. Das Mycobacterium mit der stirksten 
Saurefestigkeit ist als am empfindlichsten gegentiber Pankreaslipase und 
deren Kombination mit Antibioticis, was durch die hohe Lipoidein- 


lagerung zu erklaren ist. 
18* 
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Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung von 
CHapLin (1952), daB ein Stamm von Serratia marcescens, der an eine hochkon- 
zentrierte Lésung von Alkyldimethyl-benzylammoniumchlorid adaptiert wurde, 
durch Zusatz von Lipase gegeniiber dem quartiren Ammoniumsalz wieder emp- 


findlich wurde. Der Verfasser nimmt an, da® die resistenten Zellen einen héheren — 


Lipoidgehalt besitzen. Hier kénnte vielleicht eine Parallele zu den eigenen Versuchen 
gezogen werden. — Gleichzeitig soll erwihnt werden, da8 nach Krrspy u. Dusos 
(1947) die Penicillin-, und nach FisuEr (1948) die Streptomycin-Aktivitat gegeniiber 
Mycobact. tuberculosis in Gegenwart von ,,T'ween 80° gesteigert wird. Die Verfasser 
weisen darauf hin, daB ,, Tween 80“ die Oberflachenaktivitat verandert, ohne in die 
Zelle einzudringen. ,,Tween 80° konnte bei eigenen Versuchen nicht zum Substrat 
hinzugefiigt werden, da Lipase das ,,Tween 80“ spaltet und die frei werdende Ol- 
siure das Wachstum der Mycobakterien hemmt (Bozzerri 1950). 


Pankreaslipase beeinfluBte die Aktivitaét von Antibioticis gegentiber 


, ruhenden‘ Zellen nicht, da die untersuchten Substanzen nur Bakterien — 


angreifen, die sich in der Wachstumsphase befinden. 


Die Anwendung eines Ferment-Glycerin-Praparates zeigte, da auch 
hier die Lipase — in Verbindung mit Glycerin — fiir die tuberculo- 
statische Wirkung herangezogen werden mu, da geringe Konzentra- 
tionen des Priaparates (Verdiinnung 1:40) die Aktivitit des Strepto- 
mycins steigern. Versuche mit der reinen Lipaselésung brachten analoge 
Ergebnisse. Dem Glycerin, das bereits von SARTORY u. a. (1947) fiir 
morphologische Verinderungen des Mycobact. tuberculosis verantwortlich 
gemacht wurde, kann bei geeigneter Konzentration eine antibakterielle 
Bedeutung zugesprochen werden. Eigene Untersuchungen ergaben 
keinen Beweis fiir einen Verlust der Saurefestigkeit. Gerade unter dem 
KinfluB von Glycerin waren stark siurefeste, gequollene Zellen neben 
sdurefesten Granula und nicht siurefesten Stibchen zu beobachten. Das 
Trypsin, das im Ferment-Glycerin-Praparat enthalten ist, wirkt selbst 
in einer Konzentration von 9 E/ml weder auf die pathogenen, noch 
auf die saprophytischen Mycobakterien wachstumshemmend, so da 
vorwiegend die Lipase, neben dem Glycerin, gegeniiber Mycobakterien 
wirkt. 

Kin Vergleich der Ergebnisse, die mit Lipase + Antibiotica erzielt 
wurden, mit den mit Neutralsalzen + Antibiotica gewonnenen, weist auf 
die gréBere Kombinationswirkung der Lipaselésung hin. Wahrend eine 
Kombination von Lipase mit der héchsten Konzentration der Anti- 
biotica ,,bedingt bactericid‘‘ wirkt, erfolgt unter dem EinfluB der ver- 
schiedenen Salze in Gegenwart der Antibiotica nur eine Bacteriostase. — 
Bei allen untersuchten Salzen war ein Zusammenwirken mit dem Anti- 
bioticum zu beobachten, wobei dem Salz aber wohl die stirkere Hemm- 
wirkung zuzuschreiben ist, da es allein schon die Wachstumsgeschwin- 
digkeit verzégert und den TeilungsprozeB8 unterbindet, so daB abnorm 
vergroBerte Zellen entstehen, Involutionsformen, die nach RrePEt- 
BawpeEs u. Busou (1954) reich an DNS sind. Durch das gleichzeitige 


Kinflu8 versch. Stoffe auf d. Aktivitat v. Antibioticis gegeniiber Mycobakterien 271 


Angreifen der Antibiotica in hoher Konzentration kommt es zu einer 
additiven Wirkung. 

Wahrend Lipase auf Mycobakterien spezifisch wirkt, und seltsamer- 
weise nur penicillinsensible Staphylokokken durch Lipase angegriffen 
werden, ist die Kombinationswirkung Neutralsalze-Antibiotica auch bei 
,normalen* Bakterien zu finden. Dieser Synergismus tritt nur bei hohen 
Konzentrationen auf, so da8 ihm keine besondere Bedeutung zukommt. 


Zusammenfassung 


1. Pankreaslipase veraindert bei saprophytischen und pathogenen 
Mycobakterien die Saurefestigkeit. Das Ferment wirkt auf wachsende 
Saprophyten wachstumsférdernd, auf pathogene Mycobakterien wachs- 
tumshemmend. 

2. Laufende quantitative Bakterienbestimmungen ergaben fiir sapro- 
phytische Mycobakterien eine S-férmig verlaufende Kurve. Sie wird 
durch verschiedene Antibiotica und Chemotherapeutica veraindert. 


3. Sowohl im Reagensglasversuch als auch in der Warburg-Apparatur 
wurde die Aktivitat der Antibiotica Penicillin und Streptomycin und der 
Chemotherapeutica Isonicotinsiurehydrazid und p-Aminosalicylsiure 
gegentiber Mycobakterien durch Pankreaslipase gesteigert. Die gréBte 
Aktivitatssteigerung ist gegeniiber Mycobact. tuberculosis festzustellen, 
das im Vergleich zu Mycobact. lacticola und Mycobact. phlei am starksten 
sdurefest ist. Die Aktivititssteigerung muB auf die Wirkung der Lipase 
zuruckgefthrt werden. 

4. Auch bei einem Ferment-Glycerin-Praparat zeigte sich die aktivi- 
taitssteigernde Wirkung der Lipase durch Testung der EKinzelkomponenten 
des Praparates in Kombination mit Antibioticis. Das Praparat hatte in 
hoher Konzentration eine tuberculostatische Wirkung, die einerseits der 
Lipase, andererseits dem Glycerin zuzuschreiben ist. Das im Praparat 
vorhandene Trypsin wirkt nicht wachstumshemmend, sondern indirekt 
wachstumsfordernd. 

5. ,,Ruhende“ Zellen der Saprophyten vermehren sich, wenn auch 
langsam, in Gegenwart von Pankreaslipase (SCHUCHARDT), da sie reich an 
Stickstoff ist. Die Antibiotica wirken auf die sich vermehrenden, nicht 
auf die ,,ruhenden‘ Zellen. — Bei den pathogenen Mycobakterien wirken 
hohe Konzentrationen der Lipase bactericid auf ,,ruhende“ Zellen. 

6. ,,Normale‘ Bakterien werden durch Pankreaslipase nicht beeinfluBt, 
auBer penicillinsensiblen Staphylokokken, die nicht nur im Wachstum, 
sondern auch im Ruhezustand gehemmt werden. 

7. Uberoptimale Konzentrationen der Alkalichloride NaCl und LiCl 
und der Erdalkalichloride MgCl,, CaCl, und BaCl, beeinflussen die Mor- 
phologie und das Wachstum von Mycobakterien und , normalen“ 
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Bakterien. Den Erdalkalisalzen ist eine starkere Hemmungswirkung zu- 
zusprechen (entquellende Wirkung der Erdalkalisalze). 


8. Bei Kombination unterschwelliger Dosen der Salze mit Anti- 


bioticis ergibt sich ein Zusammenwirken der Einzelkomponenten. Die — 


quellenden und entquellenden Kationen verhalten sich in Verbindung mit 
dem Chlor als Anion aihnlich. Bacteriostase tritt nur bei héchster Anti- 
biotica-Konzentration auf. 


9. ,,Ruhende“ Zellen werden nicht durch Salze angegriffen; nur BaCl, 
wirkt auf Grund seiner Toxicitaét wachstums- und atmungshemmend. 


Herrn Prof. Dr. A. RrppeL-BAapLEes, méchte ich an dieser Stelle meinen auf- 
richtigsten Dank fiir das rege Interesse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte, 
aussprechen. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Untersuchungen tiber die Verbreitung von Streptomyceten 
in Naturbéden* 


Von 
GERHARD JAGNOW 


Mit 3 Textabbildungen 


(Bingegangen am 27. Juli 1956) 


Die Streptomyceten sind sowohl in Unterwasserb6den (KRASILNIKOW 
1953, WEEKS 1945) als auch in Landbéden ein stetiger, oft stark hervor- 
tretender Bestandteil der Mikroflora. In dieser Arbeit wurde die Ver- 
breitung der nach Batpacct (1953, 1954) aufgestellten Streptomyceten- 
gruppen in der oberen Bodenschicht kulturell unbeeinfluBter, boden- 
kundlich und pflanzensoziologisch charakterisierter Standorte unter- 
sucht. 


Einen ahnlichen Versuch unternahmen Horvatu u. Mitarb. (1943) im Hinblick 
auf das Vorkommen antagonistisch wirksamer Stimme in verschiedenen Pflanzen- 
gesellschaften, sie fanden jedoch zwischen den systematisch nicht genauer aufgeglie- 
derten Isolaten und ihrer Herkunft keinen Zusammenhang. PFENNTG (1952) teilte an- 
hangsweise den Actinomycetengehalt einiger Erdproben aus verschiedenen Pflanzen- 
gesellschaften mit, wodurch die vorliegenden Untersuchungen angeregt wurden. 
Die Arbeit von Stapp (1953) gab keine Anhaltspunkte fiir die Verbreitung der 
isolierten Staémme. 


Die Keimzahl der Bodenproben wurde mit dem PlattenguBverfahren ermittelt, 
das trotz der von SKINNER u. Mitarb. (1952) wieder herausgestellten Fehlerquellen 
(mikroskopische Zahlungen ergaben 40—50fach héhere Werte) relativ Menge und 
Zusammensetzung der Streptomyceten-Populationen verschiedener Erdproben hin- 
reichend aufdeckt. Hierbei wurde zur Anreicherung Glycerin-Glykokoll-Agar nach 
LINDENBEIN (1952) verwendet, auf dem verschiedene Stiémme meist unterschied- 
lich gefarbt wachsen, sich makroskopisch unterscheiden und auszihlen lassen. 
Benepicr u. Mitarb. (1955) fanden einige Stimme, die Glykokoll nicht verwerteten, 
und empfahlen statt dessen 1(-)Arginin als geeignetere Stickstoffquelle. Doch 


diirften mit dem verwendeten Nahrboden alle Gruppen und wesentlichen Vertreter 
erfaBt worden sein. 


Die Bodenproben wurden aus verschiedenen Teilen Siidwestdeutschlands und 
der Schweiz in den Jahren 1953 und 1954 gesammelt; einige stammten aus der 
Umgebung von Gottingen. 


* Teilergebnisse der Dissertation ,,Untersuchungen iiber die Verbreitung und 
Okologie von Streptomyceten in Naturbéden“, Gottingen, Mathematisch-Natur- 
wissenschaftliche Falkultat 1956. 
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I. Beschreibung der Standorte 


Die Pflanzenbestinde der Probefliichen wurden mit Hilfe der pflanzen- 
soziologischen Exkursionsflora von OBERDORFER (1949) und persénlicher 
Hinweise dieses Autors in das von BRAUN-BLANQUET (1928) begriindete 
System der Pflanzengesellschaften eingeordnet. Nahere Angaben mit 
Artenlisten in der Originalarbeit. 


1. Die Fels- und Trockenrasenstandorte 


1. Mesobrometum zwischen Gottingen und Nikolausberg. Etwa 30m hohe, 
20° nach W geneigte Béschung auf Muschelkalk, kaum beweideter niederer Rasen 
_ mit Brachypodium pinnatum, Koeleria pyramidata und Bromus erectus. — 2. Meso- 
brometum nordéstl. Reiffenhausen, Rand eines Kalksteinbruches, sehr flach- 
griindiges, schwach SW-exponiertes, ungenutztes Odland. — 3. Mesobrometum 
nordéstlich Werleshausen, SW-exponierter, unbeweideter, liickiger, niederer Rasen 
auf Muschelkalk mit viel Wachholder. — 4. Mesobrometum, Spitzberg bei 
Tiibingen. Alte Weinbergterrasse auf Kalk, SO-exponierte Selbstberasung. — 
4a. 300m von 4. entferntes Mesobrometum am Waldrand mit viel Anthericum 
ramosum. — 5. Mesobrometum, 70° n. S geneigte L6Bbéschung eines Hohlweges 
nordlich Grétzingen bei Karlsruhe. Brachypodium pinnatum-Rasen, bald von Brom- 
beer-Ligustergebiisch ttbherwachsen. — 6. Mesobrometum auf L6&. Terrassen- 
streifen auf der Siidseite des Badberges im Kaiserstuhl. Einschiiriger Brachypodiwm 
pinnatum-Rasen. —7. Mesobrometum auf der Nordseite des Badberges, in Gipfel- 
nahe, Subassoziation mit Genista sagittalis und Stachys officinalis (v. RocHow, 
1951). Im Unterwuchs viel Moose, Boden 168frei, oberflichlich entkalkt. 

Es folgen einige flachgriindige, meist locker besiedelte Standorte auf basischem 
Gesteinsuntergrund, die nach OBERDORFER (1950) einem Unterverband Blaugras- 
reicher Gesellschaften (Seslerio- Bromion) angehéren (Nr. 8—15). 

8. Xerobrometum, 30° geneigter Siidhang des Badberges (Kaiserstuhl) auf 
Essexit-Gabbro. Als besonders extremer Standort durch xerotherme Charakter- 
arten wie Stipa pennata, Globularia Willkommti und Teucrium montanum ausge- 
zeichnet, hier trockenste und flachgriindigste Subassoz. mit Artemisia campestris, 
Andropogon Ischaemum und Aster Linosyris (v. RocHow, 1951). — 9. Eremitage- 
felsen dstlich Dornach bei Basel. Nur mit Krauterpolstern liickig bewachsener 
steiler Siidhang auf Jurakalk. — 10. Isteiner Klotz (Kr. Lérrach): steiler, locker 
besiedelter Westhang. — 11. Silzberg nérdlich Grétzingen bei Karlsruhe: locker 
bewachsener, steiler SW-Hang auf Kalk. — 12. Seslerio-Festucetum auf dem 
Treifelbergfelsen (Reutlinger Alb). — 13. Seslerio-Festucetum am Sachsenstein 
(bei Bad Sachsa) auf Gipsschotter am FelsfuB, 45° nach W = geneigt, locker 
besiedelt mit Gypsophila fastigiata. — 14. Seslerio-Festucetum auf dem Bil- 
stein nordéstl. vom Meissner, 20° siidexponierter Trockenrasen auf Diabas. Benach- 
bart tiefgriindigerer Brachypodium pinnatum-Rasen (Mesobrometum). — 15. Sesle- 
ria-Kalkschuttgesellschaft im Gregor-Kraus-Naturschutzgebiet bei Karl- 
stadt am Main. Steile, SW-exponierte Schotterhalde. — 16. Carex humilis- 
Stipa-Assoziation (Steppenrasen-Verband, Festucion valesiacae: BrRavN- 
BLANQUET, 1936) im Gregor-Kraus-Naturschutzgebiet, ebene Wellenkalkhochflache. 
Beschreibung beider Assoziationen bei VoLK (1938). — 17. Kalkschutthalde am 
Isteiner Klotz (Kr. Lérrach), 20° nach W geneigt, zu 50% besiedelt: Scrophularta 
canina — Epilobium Dodonaei-Assoziation. 

Die Proben Nr. 18—22 stammen aus der Umgebung von Birkenfeld/Nahe von 


maBig sauren Béden (px 5,1—5,4). 
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18. Feldrainbéschung, 45° nach O geneigt: trockene Glatthaferwiese. — 
19. Denkmal bei Nohen, Trockenrasen auf Melaphyr, Siidhang. — 20. Liitzel- 
kopf, Siidhang: Niederwaldlichtung mit dominierendem Scleranthus perennis und 
Sedum album, Sedo-Scleranthion Braun-BLANQuET (1949) (zitiert nach OBER- 
DORFER, 1950). — 21. Am Faulenberg, ahnlicher Sedo-Scleranthion Standort 
auf Melaphyr, schwach nach SSW geneigt. — 22. Calluneto-Genistetum Nagel- 
kopf bei Eckelhausen: harte, loker mit Calluna vulgaris und Genista pilosa hesiedelte 
Felskuppe. — 23. Corynephoretum aus dem Binnendiinengebiet bei Heidelberg: 
Exerzierplatz bei Sandhausen, zu 60% bedeckte, ebene Silbergrasflur (s. VOLK, 
1931). — 24. Caricetum gracilis, Schlankseggenried am Krummengraben im 
Kaiserstuhl auf Lo8. 

2. Waldstandorte 


25. Pruneto-Fraxinetum (Hartholzauwald) der Rheinebene bei Freiburg 
(s. OBERDORFER, 1953). Angrenzend Erlenbruchwald. — 26. Weiden-Pappelauwald 
(Saliceto-Populetum) bei Breisach: periodisch iiberfluteter Schwemmboden, 
Urtica-Facies. — 27. Kriippelniederwald am SW-Hang bei Bahnhof Heimbach 
(Kr. Birkenfeld) auf Melaphyr. 

Die vorige und die folgenden Proben (Nr. 28—32) entstammen warmeliebenden 
Trockenwaldern der Ordnung der Quercetalia pubescentis-sessiliflorae: 

28. Querceto-Lithospermetum auf der Wellenkalkhochfliche des Gregor- 
Kraus-Naturschutzgebietes. — 29. Pineto-Cytisetum bei Geisingen a. d. Donau: 
Floristisch reichhaltiger Kieferntrockenwald auf Kalk an Siidhang (Polygala Chamae- 
buxus u. a.). — 30. Kiefernforst auf steilem Osthang (Kalk) bei Werleshausen a. d.— 
Werra. — 31. Flaumeichenbuschwald-Hecke am Fu des Badberges im 
Kaiserstuhl. — 32. Querceto-Lithospermetum am Isteiner Klotz (Westhang) 
mit wenig Unterwuchs. 

Zum Vergleich wurden einige Buchenwaldstandorte (Fagion) untersucht 
(Nr. 33—39): 

33. Krautreiches Kalk-Fagetum im Géttinger Wald (PleB-Forst) bei 380 m 
Hohe, ebene Fliche. — 34. Acereto-Fraxinetum (Schluchtwald), steiler NO- 
Hang am Kalkabbruch des Hiinstollens im Géttinger Wald: Buchenaltbestand mit 
viel Lunaria rediviva. — 35. Fagetum seslerietosum, Blaugras-Buchenwald der 
Schwabischen Alb am Traifelbergfelsen, schwach nach W geneigt auf flachgriindigem 
Jurakalk, — 36. Luzula-Fagetum des Kaiserstuhls (v. RocHow, 1951): Flacher, 
oberflachlich entkalkter Westhang. — 87. Strauch-Fagetum im Kaiserstuhl 
(v. Rocnow, 1951), dem trockenheitsliebenden ,,Cariceto-Fagetum‘t (LOHMEYER, 
1955) zugehérig. 15° geneigter SO-Hang. — 38. Abieto-Fagetum im Hdllenta 
(Schwarzwald), oberhalb der Ravennabriicke auf Granit, sickerfeucht, steil nach W 
geneigt. — 39. Luzula-Fagetum auf Buntsandstein bei Schlo8 Berlepsch (Kr. | 
Witzenhausen). 

3. Alpine Standorte 

40. Felsspaltgesellschaft im Maderaner Tal (Kanton Uri) auf Urgestein, 
siidexponiert. Boden sehr humos, schwach sauer. — 41. Gletschermehlablage- 
rung des Kerstelenbachs im Maderaner Tal. — 42. Alpine Borstgrasgesell- 
schaft (Nardion) auf dem Sustenpa8 in 2200 m Hohe. Sickerfeuchter SW-Hang 
mit einigen Fettweidearten. — 43. Beerstrauchheide in NO-Exposition an der 
Susten-PaBstraBe in 2100 m auf Rohhumus. 


4. Die Bodentypen 
Die Boden der Standorte lieBen sich in das von Kuprmna (1953) aufgestellte 
System einordnen. Die flachgriindigen Trockenrasen auf Kalkfels (8—10, 12) ent- 
wickeln als Ausgangsbodenbildung die Protorendsina. Sie zeichnet sich durch 
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nur schwach zersetzte organische Reste und fehlende Kriimelung aus. Mit fort- 
schreitender Verwitterung entstehen daraus infolge eines héheren Tonanteils und 
groBerer biologischer Aktivitaét Boden mit Kritmelstruktur, die Mullartige 
Rendsina und die Mullrendsina (iibrige Kalktrockenrasen sowie die Trocken- 
waldstandorte 30 und 31). 

Hin ahnlicher Standort mit fiir Rendsinabéden bezeichnender Moderhumus- 
bildung auf basenreichem Silikatgestein (Pararendsina) ist der Bilstein (14). 
Die Trockenrasen aus der Umgebung Birkenfelds (19—21) mit humusreichem, 
schwach saurem A/C-Profil diirften ebenfalls einer mullreichen Pararendsina ent- 
sprechen. 

Schotterhalden auf Kalk oder Gips sowie frisch besiedelte LOBboschungen sind 
unentwickelte, humusarme Rohbéden: Kalk- bzw. L6B- Syroseme (5, 11, 13, 
15 u. 17). 

Der Heidestandort auf dem Nagelkopf (22) hat schwer verwitterndes, basen- 
armes Eruptivgestein als Unterlage sowie eine saure Humusform (pq 4,8) und ist 
zu den Rankern, einer auf sauren Béden den Rendsinen analogen Entwickelungs- 
reihe von A/C-Béden, zu stellen. 

In Silikat-Felsspalten (40) bildet sich ein Protoranker mit iiberwiegend aus 
Kleintierlosung bestehendem, gut zersetztem A-Horizont auf fast unverwitterter 
Unterlage (KuBrEN«, 1953). 

Weitere Bodenentwickelung fiihrt in den Hochlagen entweder zur Alpinen 
Rasenbraunerde (42) oder unter Rohhumusbildung bei geringer Tiefenverwitite- 
rung zum Podsolranker (43). 

Die Waldbéden sind meist Braunerden. Nach Basenreichtum und Ausgangs- 
gestein ergeben sich drei Untertypen: 1. Kalkbraunerde mit optimalem, gut 
gekriimeltem Mullhorizont (28, 29, 32—35). — 2. Eutrophe Braunerde auf 
basenreichen Gesteinen (27, 36, 37). — 3. Oligotrophe Braunerde auf basen- 
armem Ausgangsgestein: Buntsandstein-Buchenwalder und Buchen-Tannenwald 
auf Granit (38, 39). 

Hinen nabrstoffreichen Rohauboden, Rambla, mit fast neutraler Reaktion hat 
der periodisch iiberschwemmte Auwald am Rhein (26). Dauernd grundwasserbeein- 
fluBte Gleybéden besitzen der bodensaure Hartholzauwald (25) und das Schlank- 
seggenried auf LOB mit neutraler Reaktion (24). 


Il. Methodik 


Bei der Bestimmung der Boden-py-Werte wurde die direkte Messung mit 
,.Lyphan‘‘-Indicatorpapier verschiedener py-Bereiche an der leicht mit dest. Wasser 
angefeuchteten Bodenkrume der ionometrischen Messung einer Aufschwemmung 
vorgezogen, da sie einen besseren Einblick in die eigentlichen Standortsverhaltnisse 
der Mikroorganismen gewahrt. 

Die Menge der organischen Substanz wurde mit der Schnellmethode nach 
ScHOLLENBERGER (1927) bestimmt (Oxydation mit Chromschwefelsaure und deren 
Riicktitration). Der C-Gehalt wurde nach der vorliegenden Kichkurve ermittelt 
und der Humusgehalt unter Annahme eines C-Gehaltes von 50% errechnet. ; 

Von den Proben dreier Dauerstandorte wurde der Wassergehalt in Gewichts- 
Prozenten bestimmt. 

Die Keimzahlen und Anteile der Actinomyceten auf GuBplatten wurden mit 
einem moglichst wenig selektiven Bouillon-Agarnahrboden (0,5% Difco-Fleisch- 
extrakt, 0,25% Pepton, 0,5% NaCl) ermittelt: 5 Parallelplatten wurden je nach der 
zu erwartenden Keimzahl mit 1 ml einer auf 1 : 10° bis L: 10° verdiinnten Auf- 
schwemmung von 5 g frischem Boden beimpft und nach einer Woche Bebriitung 


bei 26° ausgezahlt. 
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Entsprechende 5 Parallelplatten wurden mit Glycerin-Glykokoll-Agar nach 
LINDENBEIN (1952) gegossen. Nach Vorversuchen erwies sich dieser Spezialnahr- 
boden fiir die Trennung und Isolierung von Streptomyceten als der geeignetste, da 
Farbstoffe, die zu ihrer Unterscheidung und Einteilung wichtig sind, hier besser — 
ausgebildet werden. Er wurde mit einer niedrigeren Verdiinnungsstufe beimpft, so _ 
daB sich je Platte etwa 20—100 Kolonien entwickelten und fiir jeden Farbton die 
Anzahl der Kolonien notiert. . 

AuBerdem wurden noch Platten mit Wiirze-Agar (50% Wiirze), beimpft mit 
einer Bodenaufschwemmung von 1 : 108, gegossen und nach drei Tagen Bebriitung 
auf Pilzkolonien ausgezahlt. 

Der mittlere Fehler, aus den Streuungen der Parallelplatten errechnet, schwankte 
meist zwischen 10 und 20% und ist in den Tabellen unter ,,m.F.“* angegeben. 

Von den Platten wurden so viele Stiimme isoliert, als sich nach Farbe oder Form ; 
verschiedene, abimpfbare (versporte) Streptomycetenkolonien in einer GuBserie — 
fanden und so ein méglichst vollstandiger Auszug der Streptomycetenpopulationen — 
verschiedener Standorte gewonnen. Diese Sammlungsstamme wurden ebenfalls auf 
Glycerin-Glykokoll-Agar, jedoch nach Prennic (1953) mit einem Zusatz von 2% — 
Hefekochsaft, gehalten. 

Jeder Stamm wurde gegen Bacillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium 
lacticola und Aspergillus terreus getestet. 

Nach 7 d Vorkultur auf steril ausgestanzten Glycerin-Glykokoll-Agarscheibchen — 
von 12mm @ bei 26° C wurden diese auf den Testnaihrboden, der die 24 Std in 
Bouillon vorkultivierten Testbakterien enthielt, aufgesetzt und die Hemmzonen ~ 
nach 24 Std Bebriitung bei 26° C ausgemessen. Fiir Bac. subtilis und Esch. coli 
diente Bouillon-Pepton-Agar und fiir das sehr langsam wachsende M ycobacteriwm 
lacticola Pepton-Glucose-Agar (0,5% Pepton, 1,0°% Glucose, 0,19 K,HPO,, 0,05% 
MgSO,) als Naihrboden. Letzteres wurde 3 d auf Lésung vorkultiviert und bis zur — 
Ablesung des Testes weitere 3d bebriitet. Der Bewuchs war auch dann nur als 
schwache Triibung sichtbar, doch lieBen sich die Hemmzonen gut erkennen. 

Fiir den Test mit Aspergillus terreus wurde ein Wiirze-Pepton-Glucosenahrboden 
(abgewandelt nach WatiHdussnrR, 1951) benutzt (20% Wirze, 0,59% Pepton, 
1,0% Glucose, 2,0% Agar, py 7,0). Je Petrischale wurden 4 Streptomycetenstamme 
so ausgestrichen, da die vier Impfstriche zusammen ein Quadat bildeten und 6 d 
bebriitet. Wachstum und Luftmycelentwicklung aller Stamme waren auf diesem 
Nahrboden besonders gut. Der Pilz wurde als Sporensuspension aufgespriiht und 
drei weitere Tage bebriitet. 


Ill. Untersuchung der Dauerstandorte 


1. Jahresschwankungen der Keimzahl und des 
Actinomycetengehaltes 


Halbtrockenrasen bei Nikolausberg 


Die Keimzahl des Halbtrockenrasens bei Nikolausberg (Nr. 1, Abb. 1) 
zeigt je nach den Umweltbedingungen starke Schwankungen und kann 
dabei extrem hohe Werte erreichen (Juli 1953). Wiahrend der Sommer- 
monate ist der Wassergehalt des Bodens begrenzender Faktor, wie ein 
Vergleich der Keimzahlkurven von 1953 und 1954 zeigt. Er hangt von 
den Niederschlagen und der Tiefgriindigkeit des Profils ab. Hopr(1950) 
fand an einem flachgriindigeren Trockenrasenstandort (Nr. 3) im Sommer 
1944 etwa 8mal niedrigere Keimzahlen und eine trockenheitsbedingte 


Untersuchungen iiber die Verbreitung von Streptomyceten in Naturbéden 279 


Depression, der im Mai das Hauptmaximum vorausging und im Sep- 
tember ein erneuter Anstieg folgte. 

Im hier untersuchten Fall entwickelte sich das Hauptmaximum 1954 
nach einem friihsommerlichen Tiefstwert im Spitsommer. Daf der sonst 
fir diese Standorte charakteristische sommerliche Riickgang der Keim- 
zahl bei geniigender Bodenfeuchtigkeit ausbleibt, zeigt der eingipfelige 
Verlauf im Jahre 1953. 
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Abb. 1. Halbtrockenrasen bei Nikolausberg 


Die Menge der Actinomyceten schwankt infolge ihres im Vergleich mit 
den Bakterien langsameren Wachstums weniger. Die Bodenbakterien 
reagieren auf Anderung von Umweltfaktoren mit schneller Vermehrung 
und plétzlichem Riickgang viel starker. Deshalb erreichte, den Ergeb- 
nissen von Horr entsprechend!, der Actinomycetenanteil waihrend der 
Trockenperiode im Juni 1954 65%. Die darauf wieder einsetzende Ver- 
mehrung der Bakterien und Pilze unterdriickte Ende August die Actino- 
myceten bis auf 0,49. Wahrend der ungestérten Entwicklung im Som- 
mer 1953 fand keine Unterdriickung statt. 


Schluchtwald am Hiinstollen 
Die Keimzahl des Schluchtwaldes am Hiinstollen (Nr. 34, Abb. 2) 
verliuft infolge seiner nie nachlassenden Bodenfeuchtigkeit vollig gleich- 
maBig. Es entwickelt sich, fiir Waldbéden charakteristisch (FEHER 1933), 
nur ein breites, temperaturbedingtes Hauptmaximum. Der flachgriindige 


1 Die Untersuchungen von Horr wurden an dem oben unter Nr. 3 aufgefiihrten 
Standort gemacht. 
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Gras-Buchenwald auf Kalk (Pless-Forst, Nr. 33) zeigte vor der Belau- 
bung ein Keimzahlmaximum und wihrend des Laubausbruchs einen 
starken Riickgang von 366 auf 30 Mill./g. Die verstirkte Transpiration 
des Bestandes bedingte ein Absinken des Bodenwassergehaltes von 
34,3 auf 26,0%. In einer fritheren Arbeit wurde auch an Waldpflanzen 
dieses Standorts ein Frithjahrsanstieg der osmotischen Werte als Zeichen 
angespannterer Wasserversorgung beobachtet (JAGNow 1951). 
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Abb. 2. Schluchtwald am Hiinstollen (Acereto-Fraxinetum) 15 em Bodentiefe 


0 io Gas + 
9G Sie VI, Nee VU VAL cae TX EX ANAL AA 


Durch die bodenerwairmende Wirkung der besonnten Laubstreu im 
Frihjahr vermehren sich die Mikroorganismen im Waldboden eher als in 
Trockenrasenstandorten. (Zuwachs vom 22. 3.—11. 5.54 im Schlucht- 
wald 232%, im Trockenrasen 118%). 


2. Streuung von Parallelproben 

Je vier Parallelproben der Waldstandorte (s. Beschreibung zu Tab. 1) 
unterschieden sich auch éuBerlich. Im Pleb-Forst hatte der schattige 
Mercurialis-Standort Nr. 2 die héchste, die von Waldgrisern besiedelten 
Standorte Nr. 3 und Nr. 4 fast um die Hiilfte niedrigere Keimzahlen. | 

Der Durchschnittswert der Proben vom Hiinstollen entsprach dem — 
feuchten Standort Nr. 2 vom PleB-Forst. Entscheidende Faktoren schei- 
nen hier weniger das Wasser als Durchwurzelung und Erwirmung zu 
sein. Der flachere, von Mercurialis perennis reich durchwurzelte Stand- 
ort Nr. 4 genieBt mehr Sonnenstrahlung als die steiler exponierten (Nr. 
1—3) und hat demzufolge etwa die doppelte Keimzahl. Standort Nr. 2 
mit der niedrigsten Keimzahl war am geringsten durchwurzelt. 

Die Unterschiede in Menge und Art der Streptomyceten (Anteile ver- 
schieden gefarbter Kolonien) sind zum Teil erheblich, lassen sich aber 
nicht mit Standortseigenschaften in Zusammenhang bringen. 

Starke lokale Schwankungen von Keimzahl und Actinomycetengehalt 
zeigte der Trockenrasen bei Nikolausberg, obwohl er auRerlich sehr ein- 
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heitlich erscheint. Ahnliche Unterschiede fand auch Prrers (s. RIpPEL- 
BaLpEs u. PETERS 1949) bei der kleinraumigen Verbreitung von Asper- 
gillus niger. 

Auf Grund dieser Erfahrungen wurde bei allen Standorten die zweite 
Probe im folgenden Jahre an genau der gleichen Stelle entnommen. Es 


Tabelle 1. Parallelproben von gleichen Standorten 


I = Pless-Forst, II = Hiinstollen, beide Juli 1953, Glycerin-Glykokoll-Agar 
1 : 108, IIT = Trockenrasen Nikolausberg, Juli 1954, Bouillon-Agar 1 : 10? 


Parallelprobe th 2 3 4 
Keimzahl I | 35,2+ 7,0 | 40,2+ 7,5] 250+ 4,4) 21,5+ 2,7 
(Mill./g) TE) 40:8 32" 13153398 $064.7 4 61 75,0. 7,0 

IIT |638 +54 |296 +46 (602 +91 |306 +23 
| 
Prozent Pilze ie 3,4 ah] i Bas 
II 2,0 3,0 2,0 1,0 
Til — — 0,6 —— 
Prozent Actino- 1h 51 38 37 t4 
myceten II 15 30 39 42 
It 23 44 31 14 
Prozent gefarbter | 
Streptomyceten: : | 
farblos i 55 | 51 38 56 
II 28 41 7 34 
gelb I 28 han S27 26 22 
iL 32 | 22 30 47 
hellbraun hea 8 9 19 4 
Ite 32 | 12 | 30 6 
dunkelbraun Tal 4 3 2 4 
Il 2 1 5 2 
rot I 4 : 9 13 14 
II + | 23 13 9 
oliv Led 1 | = ne 
Tk] — | 1 4 0,5 
blau I | — ae sf As 
Teo 2 oa 1 1,5 


Pless-Forst: 1. Dauerprobestelle am Weg, leichte Mulde mit wenig Vegeta- 
tion. 2. schattiger Mercurialis-Standort. 3. lichter, unter Dactylis Aschersoniana 
und Elymus europaeus. 4. am Rand einer Lichtung, staérker vergrast. — Hiin- 
stollen: 1. Dauerprobestelle, steil, sehr schattig. 2. auf gleicher Hohe, weniger 
schattig. 3. hangabwarts unter Lunaria, sehr feucht. 4. weiter hangabwarts, flacher 
und trockener als 3, unter Mercurialis. — Nikolausberg: Dauerprobestelle in 
Hangmitte, kurzer Rasen. 2. gleich aussehend, 20 m entfernt auf gleicher Héhe. 
3. hangabwarts, in Facies von Ononis repens. 4. 40 m nordl. 1 auf gleicher Hang- 
hohe, in leichter, flachgrimdigerer Rinne. 
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ist anzunehmen, daB diese zur Zeit des Maximums hervortretenden Un- 
terschiede bei geringer Keimzahl im Herbst und Winter wie auch bei dem 
durch Lagerung der Proben bedingten Riickgang zuriicktreten. 
3. Verinderung von Keimzahl und Actinomycetengehalt 
bet lufttrockener Lagerung 

Da die Bodenproben bis zur Verarbeitung oft lingere Zeit lagern 
muften, wurde an der Trockenrasenprobe (Nr. 1) vom 17. 7. 53 die hier- 
bei eintretende Anderung des Keimgehaltes untersucht (s. Abb. 3) 
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Abb. 3. Veranderung des Keimgehaltes einer Erdprobe (Halbtrockenrasen) 
bei lufttrockener Lagerung, logarithmisch dargestellt 
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Der Hauptabfall der Keimzahl erfolgt in den ersten 5 Monaten und 
erreichte nach 10 Monaten 1/800 des Ausgangswertes. 

Der Anteil der Streptomyceten sank in 2 Monaten von 25% auf 3% 
und erreichte nach weiteren 2 Monaten wieder den Ausgangswert. Die 
schnellere Abnahme in der ersten Zeit ist auf Absterben der bei giinstigen 
Bedingungen tiberwiegenden Mycelstiicke zuriickzufiihren, die beim 
GuB zerbrechen und hohe Keimzahlen hervorrufen (SKINNER 1951). Der 
sich anschliefiende langsame Abfall gleicht das Verhiltnis wieder aus _ 
und beruht auf Sporenresistenz. 

Die nur wenig abnehmenden Pilzzahlen sind auf resistente Sporen zu- 
rickzufiihren und verursachen bei lingerer Lagerung eine Erhéhung des © 
Pilzanteils. Die geringe Menge Phycomyceten hielt sich wegen geringerer 
Trockenheitsresistenz ihrer Sporen (ZoBL 1943) nicht. 


IV. Die Mikroflora der Standorte 
I. Keimzahlund Actinomycetengehalt 


Tabelle 2 und 3 enthalten als gekiirzter Auszug die Ergebnisse von 
Proben jeweils eines Jahres. 


Unter ,,d“ ist die Lagerdauer in Tagen und unter ,,D“ die Verdiinnungsdezimale 
der Bodenaufschwemmung angegeben. Die Keimzahlen (mit mittlerem Fehler 


HOOCHIATAR WH 


Lan god Barta ome 
wb 


_— 
~ 


Standort 
Mesobrometum 6,8. 8,0 | 22.9.53 Suan 90 12 25 5 | — 
Mesobrometum 6,8| 9,8 | 12.7.53 5 ic 7 220 1153 24 20 | — 
Mesobrometum 6,6 | 4,8 | 25.7.53 i baal) Ars 180 3 29 20 — 
Mesobr. auf L6oB . 6,7 || 7,4 | 16.8.54 a) 30 3,2) | 41 5 | — 
a| Mesobr. auf Jura 6,8 | 15,4 | 16.8.54 32 | 6 25 4,9 | 20 10 | — 
LéBhohlweg . GSM rOsOM La Scoge ly 207 eG 99 Wero) oe) 30 | — 
L6B-Mesobrom. . eOhe 633 8.8.53 56 ||) 7 100 19 oi a — 
| Badberg-Nords. . 6,8 | 10,7 8.8.53 5G} 500 84 60 20 | — 
Xerobrometum RyOu Vos: 8.8.53 56 | 7 150 10 49 + — 
Jurafelsen 7,0 | 83 9.8.54 TOT zi 820 S33 16 10 |; — 
Fels-Mesobrom. 6,8 | 11,6 7.8.54 21 | 6 62 And | Be 70 | — 
Mesobrometum . . |7,0/| 11,5 1.8.54 27 
auf Rohboden: A . 7 300 53 2 10 | — 
A/C-Horizont. . 6 17 2,7 1 — + 
,,Steppenheide‘ . . |6,6 | 20,7 1.8.54 55 | 6 58 5,5. | 41 40 | — 
Gipshalde 5—10 cm |6,8| 5,7 | 15.9.53 16 113 15 7 + — 
25—30em |6,8| 1,4 3,6 Oye) |) Bis) — a 
Bilstein-Fels 6,6 | 25,5 4.6.54 6 7 4800 760 46 40 10 
Bilstein-Rasen 6,877 7,2 1840 190 46 80 
Wurzeln v. Aspl. | 
septentrionale . . 3380 | 210 3 200 | — 
Sesleria calcarea-As- 
soziation . Gel OD | Roger PSN Gn iy 1,9 | 22 a 
Steppenrasen . 6,2 | 13,8 | 18.8.53 | 154 | 6 20 Bill 55) 2 2 
Kalkschutt . 7,2) 750 7.8.54 48 | 6 33 4,8 | 42 + = 
Feldrain (Wiese) 5,4) 14,0 4.6.54 Wie iamn ndees  O) 133 12 40°; — 
Trockenrasen : | 
Denkmal 5,4 | 19,1 4.6.54 TEE] te I ee) 165 14 130 | 10 
WaldbloBe . » 15,21) 18:0 | 560 75 P| 50 | + 
Sedo-Scleranthion . |5,5 | 38 4.6.54 ie eels O 86 22 40 10 
Sedo-Scleranthion . | 5,1 | 26 2.6.54 la 7 260 27 19 10 | — 
Heide, unter Oalluna | 4,8 | 68 2.6.54 14 | 6 59 5,2 3 38 
u. Sarothamnus . 4,8 | 21 57 sms a) all 22) — 
nackter Boden . 4,8 | 26 45 BsOn eZ DS} + 
Corynephoretum . 5,0| 0,9 | 16.8.53 | 224 | 5 0,4 0,04) 25 ue ae 
Caricetum grac. 
L68-Glei 10 cm TAD 58 5.8.54 230 2 6 103 14 1 ae — 
25 em 7,0| 5,0 5 16,2 4 2,5 | + oer) 
50 em 5 5,2! 1,2 3,8) + — 
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»m.¥.) und Actinomycetenanteile sowie die Menge der Pilze und von Bacillus 
mycoides beziehen sich, da weniger selektiv, auf Bouillon-Agar. Geringe. Mengen 
von durchschnittlich weniger als 1 Kolonie je Platte wurden mit ,,+-“‘ vermerkt. 
Die meisten Proben stammen aus dem August 1953 oder 1954 und lassen sich deshalb 
im Actinomycetengehalt, zumal dieser durch Lagerung weniger beeinfluBt wird, 
gut vergleichen. 


Tabelle 2. Keimgehalt der Rasenstandorte 


Trockenrasenstandorte 


Die Keimzahl steigt bei annaihernd gleicher Reaktion mit der Menge 
der organischen Substanz. Das zeigt ein Vergleich entsprechender 
Standorte bei gleicher Lagerdauer (Nr. 1 u. 2,6u.7, 9 u. 10, 14, 20 u. 21). 

Der Actinomycetengehalt der Kalkstandorte ist, wie auch frihere 
Untersucher fanden (Waxsman u. Curtis 1918, JENSEN 1930, REHM 


1953), am héchsten. Er bewegt sich zwischen 20 und 60% und liegt meist 
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zwischen 30 und 40%. Entsprechende Durchschnittswerte von 35% gibt 
Misustrn (1953) fiir russische Schwarzerdebéden an. Eine Ausnahme 


bildet der Gips-Rohboden am Sachsenstein (13) mit nur 7% Actinomy- 


ceten, vielleicht wegen des geringen Gehaltes an organischer Substanz. 


Die relative Zunahme mit der Tiefe entspricht den allgemeinen Erfah- 


rungen (WaxksMAN 1916, WaxsmANn u. Curtis 1916). Allgemein steigt 


Tabelle 3. Keimgehalt von Waldbéden und alpinen Standorten 


| Keimz Act. « ” lisok 
sal - in myc. 
NES Standort PH ee Datum d D Mill/g m | i. % ‘uittig ine p> 
| 
25 | Hartholzauwald . . 14,8 5,4 8.8.53 | 238 | 5 2,2 O42 Ss + + 
26 | Weiden-Auwald | - 
10—15 cm tief . 4,0 | 15.8.53 | 182 | 5 27 We AD To ine 23 ef 
5cm tief . 6,6 6.8.54 | 2216] 28 4,2 4 =f AS 
30cm tief . . |7,0 6.8.54 27 9,7 | SoS Mieae 
27 | trockener Eich.-Hb.- | | | 
Niederwald 5,2 | 11 9.6.54 6 | 7 | 320 | 49 20 —, |g 
28 | Querc.-Lithosp. } 
A -Hor. 5em. 6,6"| 13,6 | 31.7.54 | 28 | 6] 42 4,0 8 fas ‘ 
(B)-Hor. 20 cm . 6,0| 4,8 17 TA het eB: tail lheene 
29 | Pineto-Cytisetum . 7,0 | 15,8 | 10.8.53 50 1 7 80 70.4 19 5 — | me 
30 | Kiefernforst . 6,8| 6,9 | 26.6.53 1/6 47 — |i 
31 | Flaumeich.Busch 6,8; 6,0} 8.8.53 | 210} 5 | 5,2} 0,4 | 31 +} + | Fr 
32 | Quere.-Lithosp. . 6,8| 6,7] 7.8.53 | 220! 5 4,0) 0,4 /20 | + + {me 
33 | Kalk-Fagetum 
5em tief . 12.5.54 i ha eee 334 ade 10 + | 
15cm tief . . 6,8 | 14,8 | 12.5.54 hl ie Pk as sh, 18”. |} 62sec 
34 | Schluchtwald . 6,6 | 21,8 | 17.7.53 3 | 7 | 260 8 23°) ee! ee 
35 | Kalk-Fagetum 858 | V732)12/8.63.h 170" |" 6 a6 0, Pf 26 ee 0,5 | #: 
36 | Luzula-Fagetum 
A -Hor. 5cm. 5,6 6.8.54 23 | 6 54 3 0,.7| — | 6 : 
(B)-Hor. 15 em . 6,2'| 4,1 |» 6.8.64) 23° 1°65) 21 Peg PES — |'6 
37 | Strauch-Fagetum 5,2) 7,0 6.8.54 18 | 6 10 1,0 35 2,6) — ] 
38 | Abieto-Fagetum ) 
A -Hor. 10cm. . 5,0 60 3.8.54 | 26/6) 55 | 2,9 | 7 2 | — | i 
(B)-Hor. 35cm. . |5,1/ 10,2 | 3.854 / 26/6] 72 | 81 | 456/ — | — 
39 | Sandstein-Fagetum | | 
A -Hor. 0— 5cm |5,3| 12,2 | 18.5.54 | 10| 5 9/410. 10:5, ss 0,4 4 
(B)-Hor. 15—20cm |5,3} 4,2 | 18.56.54 | 10) 5 Us as 9 + | — 
40 | alpine Silikat-Fels- | | 
| spaltges. py e.0' 72 12.8.54 16 | 7 | 440 50. "| AOS + 7 
41 | Gletschermehl 6,3)) O,81205.8.88 7 217 0,44) 0,05 2 — — € 
42 | alpiner Rasen | 
A -Hor. 0— 6cm |6,0| 9,3 | 13,854 | 14 | 6 | 258 | 19 0,4] 34/1 + | 2 
(B)-Hor. 6—15 em _ | 5,0 | 13.8.54 VS 6 1 180 14,5 = Se 
43 | alpiner Rohhumus . | 4,8 | 43 13.8.54 14 | 6 33 3,2 0,6); + — 


auch der Actinomycetenanteil mit der Menge des Bestandesabfalls, 
worauf bereits WAKSMAN u. Curtis (1918) und in neuerer Zeit KRASIL- 


NIKOV (1953) hinwiesen. 
Durchschnittlich etwas weniger Actinomyceten enthalten die schwach 


sauren silikatischen Rasen- und Felsspaltstandorte. Am Bilstein (Nr. 14) 
fanden sich normalerweise bei sehr hoher Keimzahl 46 % Actinomyceten, 
in der Wurzelerde von Asplenium septentrionale jedoch nur 3 % bei gleich- 


zeitig stark erhéhtem Pilzanteil. 
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Ubrige offene Standorte 


Sie enthalten, sofern hinreichend Pflanzenabfall vorhanden, 10—20 WG 
Actinomyceten. Einen besonders hohen Anteil von 41 % hatte die alpine 
Felsspalte (Nr. 40) im Sommer 1953. Der Sandboden (Nr. 23) enthielt 
trotz seines geringen Humusgehaltes noch 25%. 

Vom Nagelkopf (Nr. 22) unterschieden sich Proben unter Calluna 
und Sarothamnus trotz gleicher Reaktion: Unbewachsener Boden ent- 
hielt 12% Actinomyceten, Rohhumus (68%) unter Calluna 3%, dagegen 
Wurzelerde unter Sarothamnus 21%, was auf einen fordernden Einflu8 
der Leguminose schlieBen laBt. Auch WaKsMAN u. Curtis (1918) fanden 
im Humushorizont saurer Podsolprofile nur 3% Actinomyceten und 
Misustrn (1953) gibt fiir nordrussische Podsolbéden einen durchschnitt- 
lichen Actinomycetengehalt von 10% an. Die Tundrabéden enthalten 
nach dem gleichen Autor nur 1,5°% Actinomyceten. Ahnlich niedrige An- 
teile fanden sich in den vergleichbaren alpinen Standorten (Nr. 41, 42, 
43). Kalte und Rohhumusbildung draingen die Actinomyceten stark zu- 
rick, bringen sie jedoch nicht véllig zum Verschwinden. 


Ahnlich wirkt auch Sauerstoffmangel. Das vergleyte LoSprofil unter 
dem Schlankseggenrasen vom Kaiserstuhl (Nr. 24) enthielt mit zuneh- 
mender Tiefe bis 50 em 1—4.% Actinomyceten, wahrend deren absolute 
Zahl von | auf 0,2 Mill. abnahm. Da LéBboden sonst ein guter Actino- 
mycetenstandort ist und die Bodenreaktion in diesem Falle neutral war, 
kann nur die durch Staunidsse bedingte geringe Durchliftung den 
niedrigen Actinomycetengehalt verursachen. 


Waldstandorte 


Die Trockenwilder (Nr. 28—32) haben mittlere Actinomycetenanteile 
von 20—30% gemeinsam. Auch bei den tibrigen Waldbéden liegen sie bei 
einem px-Wert von 5,2 und dariiber sowie hinreichender Menge unzer- 
setzter Substanz (iiber 7% organische Bestandteile) zwischen 20 und 
30% und kénnen in Kalkbuchenwiildern (Nr. 33) bis 60% erreichen. 

Der humusarme, fast neutrale Auwald-Schwemmboden bei Breisach 
(Nr. 26) enthielt in mittlerer Tiefe relativ viel Actinomyceten, ein ent- 
sprechender Standort bei Karlsruhe trotz etwas hoherem Gehalt an 
organischer Substanz dagegen nicht. Méglicherweise spielen Art und Zer- 
setzungsgrad der angeschwemmten Stoffe, Konkurrenz mit Bakterien 
und vielleicht auch antagonistische Wirkungen zwischen Actinomyceten 
und Bakterien bei der wechselseitigen Verschiebung des Mengenanteils 
dieser Organismengruppen eine Rolle. So fanden z. B. ConN u. BRIGTH, 
daB Pseudomonas fluorescens, eine in tiberschwemmten, nahrstoffreichen 
Rohbéden haufiger auftretende Form, Bodenstreptomyceten in der Ent- 


wicklung hemmte, wenn sie mit diesen zusammen in sterilen Boden 
19* 
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eingeimpft wurde (zit. nach WaksMAN 1952). DaB sich die Mikroflora 
auch im Breisacher Auwald anders entwickeln kann, zeigt der geringe 
Actinomycetenanteil von 4% im Jahre 1954. Prennie (1952) fand 
jedoch auch 1950 einen sehr hohen Actinomycetenanteil an diesem Stand- — 
ort, was demnach fiir ihn charakteristisch zu sein scheint. 


Verhiltnismakig wenig Actinomyceten fanden sich in sauren, humus- 
reichen Waldbéden, so im Buchen-Tannenwald der Schwarzwaldhoch- 
lagen (Nr. 38), im Buntsandstein-Buchenwald (Nr. 39) und im boden- 
sauren Auwald (Nr. 25). 


2. Das Vorkommen von Bacillus mycoides 


Nach GrunpMANN (1934) ist Bacillus mycoides eine Leitform kulturell beein- 
fluBter ,,Dungbéden“. Auftreten in gréBerer Menge (iiber 1%) zeigt meist Kultur- 
einflu8 an, wihrend er in Naturbéden entweder nicht oder nur in geringer Menge 
(unter 1%) auftritt. Er kann somit als Kriterium fiir den Naturzustand der unter- 
suchten Boden gewertet werden. Von 58 untersuchten fand er sich zu iiber 1% nur 
in 7 Proben, von den 39 Rasenstandorten sogar nur in einer. Geringe Mengen von 
Bacillus mycoides enthielt dagegen fast die Halfte der Standorte. 


3. Unterschiede der Mikroflorain verschiedenen Jahren 


Proben vom August 1953, die viel Actinomyceten enthielten, zeigten 
in vielen Fallen im August des folgenden Jahres einen stark verminderten 
Anteil (Standort Nr. 5, 9, 16, 26, 29, 36 u. 40). DaB solche starken Ver- 
schiebungen des Verhaltnisses Actinomyceten : Bakterien eintreten kénnen, 
fand auch Hopr (1947). Sie suchte das durch verinderte Wettbewerbs- 
verhaltnisse zugunsten der Bakterien zu erkliiren. DaB es sich nicht um 
allgemeine klimatische Einfliisse handeln kann, sieht man daran, daB 
sowohl am Traifelbergfelsen (Nr. 12) als auch im Niederwald bei Heim- 
bach (Nr. 27) umgekehrt eine starke Erhéhung des Actinomycetenge- 
haltes im Vergleich zum Vorjahre stattfand. 


Mit diesen Erscheinungen sind auch oft Anderungen in der Zusammen- 
setzung der Streptomyceten-Population verbunden. Das lieB sich an dem 
Anteil der Kolonien feststellen, die auf Bouillon-Agar lésliches braunes 
Pigment abschieden. Ein gesetzmaiBiger Zusammenhang zwischen der 
Menge ihres Auftretens und dem Actinomycetenanteil lieB sich jedoch 
nicht beobachten. Soweit Erfahrungen mit Glycerin-Glykokollagar-GuB- 
platten vom gleichen Standort in verschiedenen Jahren vorliegen, laBt 
sich sagen, daB die gleichen Kolonietypen wiederkehren. Auch weniger 
haufige Stémme verschwinden niemals vdllig. 

Bei der vergleichenden Betrachtung der Standorte wurde immer der 
héhere Anteil in einem der beiden Jahre als charakteristisch angesehen, 


da er angibt, wieviel Actinomyceten der betreffende Standort beher- 
bergen kann. 
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V. Die Verbreitung 
der Antagonisten 
1. Testder 
isolierten Stimme 

Tabelle 4 gibt einen Uber- 
blick tiber den Anteil anta- 
gonistischer Stamme. Im 
Durchsehnitt wird Bac. sub- 
tilts am haufigsten gehemmt, 
dann folgen Aspergillus terreus, 
Mycobacterium lacticola und 
Escherichia coli. Die Kalk- 
trockenrasen enthalten am 
meisten Antagonisten. Ebenso 
hohe Anteile haben die un- 
tersuchten Trockenwaldstand- 
orte, davon noch mehr gegen 
Escherichia coli  wirksame 
Stamme als die Trockenrasen. 
Nach KRASILNIKOV (1953) ent- 
hielt die Schwarzerde bei Kiew 
so viele Antagonisten wie die 
untersuchten Trockenrasen. 
Am meisten fanden sich in 
humusreichen Waldbéden von 
der Schwarzmeerkiiste (40 bis 
70%), davon bis tber die 
Halfte an gegen Esch. coli 
wirksamen Stammen. 

Die silikatischen Trocken- 
rasen- und Felsspaltstandorte 
zeigten einen deutlich niedri- 
geren Anteil. Den niedrigsten 
Gehalt hatten die sauren Wald- 
béden, die mit 29% (bezogen 
auf Bac. subtilis) noch deutlich 
unter den tibrigen feuchten 
Waldbéden lagen. 

Die von Natur aus pilz- 
reichen sauren Waldbéden sind 
unginstigere Streptomyceten- 
standorte (unteroptimale px- 
Werte) und enthalten, ver- 


Tabelle 4. Prozentualer Anteil der Antagonisten aus verschiedenen natiirlichen Standortsgruppen 
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Fir Bac. subtilis und Aspergillus terreus ist angegeben, wieviele der wirksamen Stémme nur eine schwache Hemmwirkung (s, Hemm- 
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zone bis 2 mm breit), wieviele mittelstark (m, Hemmzone 2—5 mm breit) und wieviele stark (st. Hemmzone titber 5mm breit) wirkten. 
In Klammern Anzahl der untersuchten Standorte 
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glichen mit den Trockenrasen, mit 25 % nur die Halfte des Anteils an (gegen 
Asp. terreus) pilzantagonistischen Stimmen. Hinzu kommt, da die im 
Test nur schwach wirksamen Staimme, die fiir einen dkologischen Anta- 
gonismus nicht in Frage kommen, weit iiberwiegen (21%). Umgekehrt 
sind in den Trockenrasen mittelstark und stark wirksame Pilzantago- 
nisten relativ und absolut in der Mehrzahl. Die dort fiir Streptomyceten 
giinstigen dkologischen Faktoren wirken weniger selektiv und gestatten 
einer gréBeren Mannigfaltigkeit von Stémmen Entwicklung. Darunter 
werden auch mehr Stimme sein, die durch Bildung von Hemmstoffen 
der Konkurrenz anderer Organismen Einhalt zu gebieten vermogen. 

Abgesehen von der Ausnahme der Pilzantagonisten in sauren Wald- 
béden sind, wie schon Stapp (1953) fand (Test gegen Bac. fusiformis), 
die schwach wirksamen Stéimme am hiufigsten, waihrend gerade die 
stark antagonistischen den geringsten Anteil ausmachen. 


2. Sprihtestauf Gupplatten 

Der Test der isolierten Staémme lieferte wenig umfangreiches Material 
zur Beurteilung des Antagonistengehaltes der Standorte. Zudem ent- 
spricht die Auswahl der Stémme von GuBplatten nicht der tatsachlichen 
mengenmaBigen Zusammensetzung der Population, was die Riickiiber- 
tragung der Testergebnisse erschwert. Zur Sicherung der Befunde wurde 
der Anteil der Kolonien mit Hemmzonen auf Bouillon-Agar-GuB8platten 
nach Bespriihen mit einer 24 Std alten Kultur von Bac. subtilis und 
24 Std Bebriitung ausgezahlt. Tab. 5 bringt diese Ergebnisse zusammen 
mit denen von KRasILNIKOV (1953), der mit einer ahnlichen Methode 
arbeitete (Uberschichten der Gu8platten mit bakterienhaltigem Nahr- 
agar). Die gréBere Anzahl ausgeziihlter Kolonien bietet eine héhere sta- 
tistische Sicherheit. 

Die Ergebnisse bestiitigen das sich aus den Einzeltesten ergebende 
Verteilungsbild (s.Tab.4), wenn man beriicksichtigt, da8 dort nur 
schwach wirksam gefundene Stimme (Hemmzone unter 2 mm) als Einzel- 
kolonien keine Hemmzone ausbilden und nicht mitzihlen. 

Ein Vergleich mit den russischen Ergebnissen zeigt, da der Gehalt 
der Trockenrasen an antagonistisch wirksamen Streptomyceten dem der 
Schwarzerde entspricht. Ahnliche Anteile haben weiterhin die Trocken- 
waldstandorte und die Waldbéden vom Schwarzen Meer, die iibrigen 
untersuchten Waldbéden und die podsoligen russischen Béden, die sili- 
katischen Trockenrasen und die russischen Podsolbéden. Der niedere 
Anteil der russischen Torfbéden entspricht unseren sauren offenen Stand- 
orten auf Silikatuntergrund. 


3. Wirksamkeitund Bildung von Hemmstoffenim Boden 
Vier stark wirksame Stimme wurden teils auf Glycerin-Glutaminsaurelésung 
(0,25%), teils auf Pepton-Glucoselésung 23d kultiviert. Die Kulturlésungen der 
Stémme wurden vorher im Lochtest gegen Bac. subtilis ausgetestet. Danach 
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wurde eine Bodenfiltration nach dem Vorgang von WALLHAUSSER (1951) vorge- 
nommen. Die Lésungen wurden mit der Wasserstrahlpumpe durch in Glasréhren 
von lcm Durchmesser eingefiillte, 10cm hohe Bodensaulen gesaugt. Die ver- 
wendeten Bodenarten waren ein unsteriler humoser Sand- und ein unsteriler 
humoser Tonboden. Den Sandboden durchliefen die Lésungen schnell, wahrend die 
Passage durch den Tonboden etwa 5 min dauerte. Die filtrierten Lésungen wurden 
danach wieder gegen Bac. subtilis getestet. 


Tabelle 5. Prozentualer Anteil der antagonistischen Streptomyceten 
in verschiedenen Boden (Spriihtest ) 
(one Ee ee eee 


Anzahl gegen Bac. subtilis gegen Esch. coli 
Standort ausgezaihlter wirksam wirksam 
Stimme absolut % absolut % 

Kalktrockenrasen (11)! . 786 299, 38 
Silicat-Trockenrasen (6) . BHO ye. NIOSH) 12 
saure Standorte auf Silicat- | | 

boden (Heide, Felsspalt, | 

Samah) FCS). Mi aes seh cons 19 Sten 10 5 
Trockenwaldstandorte (3) 109 "4 38 35 
ubrige Waldbéden (4) . . 209 | 3 18 
KRasILnikov 1953: | | | | 
Schwarzerde von Kiew. . 350 | 152 43 88 24 
Schwarzerde vom Kaukasus 104 26 25 22 21 
humusreiche Schwarzmeer- | 

Weeutoll ovale) = ee nc ole 140 42 30 38 27 
kastanienfarbige Boden 

Grusiniens ...... 248 | 28 11 -= _- 
podsolige B6den ... . 420 78 18 14 
odsolboden =. 5... 1 .... 290 38 13 6 
Torbpodenys 4s i. 66 57 148 | 8 i5) 2 1,3 


1Jn () Anzahl der Bodenproben. 


Das Ergebnis zeigt Tab. 6. Bei allen Stammen auBer 6 (Nr. 34) vermin- 
derte sich die Wirksamkeit oder verschwand, bei Sandboden weniger als 
bei dem stark oberflichenaktiven Tonboden. Wahrend der auch auBer- 
lich durch Verschwinden oder Verblassen der Farbe sichtbaren Adsorp- 
tion von Lésungsbestandteilen sind auch die Hemmstoffe zuriickgehalten 
worden. Basische Hemmstoffe werden von den schwach sauren Boden- 
teilchen adsorbiert, saure nicht, kénnten also, falls im Boden gebildet, in 
gewisser Entfernung wirken (StEvENSON u. LocuHEaD 1953 am Beispiel 
des sauren Pilzhemmstoffes Claviformin). Letzteres scheint bei Stamm 6 
(Nr. 34) der Fall zu sein. Produziert ein Stamm saure und basische Hemm- 
stoffe nebeneinander, wird, wie bei Stamm 12 (Nr. 30), bei Boden- 
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durchgang nur eine Wirksamkeitsminderung stattfinden. Selbst unter 
der Annahme, daB die bei der Kultivierung auf nahrstoffreichen Medien 
auftretenden Hemmstoffe auch beim Wachstum im Boden gebildet wer- 
den, wird sich doch deren Wirksamkeit auf Grund dieser Erschemungen 
nur auf einen sehr engen Umkreis um den Mikrostandort erstrecken 
(RrppEL-BALDES 1955). 


Tabelle 6. Hemmzonen von Kulturlésungen gegen Bac. subtilis 
vor und nach der Bodenfiltration in Millimeter 


o Hemmwerte 
Farbe der Lésung 
Stamm (Serie) vor (v) und nach (n) : ? | durch Sand durch Ton 
Filtration vor Filtration | filtriert filtriert 

12 (Nr. 30) (Scabies) | v:dunkelbraun | 8.09 anu ea | 3,0 

auf Glyc.-Gluta- n: hellbraun | 

minsaure 
10 (Nr. 30) (Antibio- 

ticus) auf Glyc.- v: dunkelbraun 

Glutaminsaure n: hellbraun 4.0 3,5 | — 
23 (Nr. 34) (Coeli- | 

color) auf Glyc.- v:rotl.-violett | | 

Glutaminsaure n: farblos | 3,0 2,0 0,5 
6 (Nr. 34)VIc (Dia- | 

staticus) auf Pep- v: blaBgelb 5,0 | n.b. 5,0 

ton-Glucose n: blaBgelb | 


Die Menge der im Boden gebildeten Antibiotica ist jedoch meist so 
gering, daB sie sich dem Nachweis durch Laborteste entzieht. Das zeigte 
folgender Versuch: Zur Priifung auf Keratinabbau wurden alle Staémme 
in Petrischalen auf sterilisierter Komposterde mit Wasser und einem Zu- 
satz von Haaren 52 d bebriitet. Einige Stamme wuchsen und versporten 
dabei relativ gut. Von diesen wurden 16 im Test stark wirksame heraus- 
gesucht und deren Kulturfliissigkeit im Lochtest gegen Bac. subtilis 
ausgetestet. Es wurde bei keinem Stamm eine Hemmzone beobachtet. 


STEVENSON (1954) zeigte indessen, daB im Boden durch Test nicht nachweisbare 
geringe Hemmstoffmengen antagonistischer Streptomyceten bei Helminthosporium 
Wachstumsabnormititen hervorriefen, wie sie sonst nur bei Zugabe des in Kultur- 
lésung gebildeten Antibioticums auftreten. In manchen Fallen mag ein beobachte- 
ter Antagonismus im Boden auf Konkurrenz um die Nahrstoffquellen und nicht auf 
ausgeschiedenen Hemmstoffen beruhen, obwohl man dies nach dem Labortest zu- 
nachst vermuten kénnte (THORNTON u. SKINNER 1953, Sammelreferat). 


VI. Kinteilung der isolierten Stimme 
1. Ermittelung der kulturellen Merkmale 
Obwohl systematische Studien, wie sie neuerdings von KuTzNER (1956) 
vorgelegt wurden, nicht das Ziel dieser Arbeit waren, muBte eine Einteilung 
der 367 isolierten Stiéimme vorgenommen werden. Die schon lange 
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bekannte groBe Variabilitét morphologischer wie auch physiologischer 
Merkmale (Lizsker 1922, Temper 1931 u. a.) macht die Abgrenzung eng 
umschriebener Arten sehr problematisch. Cowan (1955) behandelte diese 
grundsatzliche Schwierigkeit und betrachtete die in die Systematik der 
Schimmelpilze (THom) und auch neuerdings der Streptomyceten (BaAL- 
paccr u. Mitarb. 1953, 1954) eingefiihrte Aufstellung von ,,Reihen“ als 
eine Losung, die den Verhaltnissen am besten gerecht wird. Die hier 
verwendete Hinteilung von Baupacct griindet sich auf Farbe von Sub- 
stratmycel und Luftmycel und enthialt 21 Reihen, von denen jede gréfRere 
nach kulturellen Merkmalen (willkirlich) in Untergruppen aufgeteilt 
wurde. 

Folgende Merkmale wurden ermittelt und karteimaBig erfaBt: Farbe und Wachs- 
tum auf 1. Glycerin-Glykokollagar (Glyc.-Glyk.) 2. Haferflockenagar (Haf.) 3. Kar- 
toffelscheibe. Weiterhin 4. Gelatine-Stichkultur (0,5% Pepton, 15% Gelatine), 
5. Starkeabbau (1% ldsl. Starke, 0,5% KNO,), 6. Caseinabbau (Milchagarplatten 
aus | T. Magermilch u. 2 T. Wasser), 7. Bildung brauner Pigmente auf Glyc.-Glu- 
taminsaure (0,259%)- und Pepton-Glucoselésung. 

Frare u. Mitarb. (1952) gaben eine Gruppeneinteilung auf Grund der Fahigkeit 
oder Unfahigkeit, braune Pigmente mit Pepton, Glykokoll und Glutaminsaure oder 
auch einer oder zweier dieser N- Quellen zu bilden. Sie fanden keinen systematischen 
Zusammenhang zwischen den sonstigen physiologischen Higenschaften der Stamme, 
konnten aber elektronenoptisch fiir einzelne Gruppen charakteristische Sporenfor- 
men nachweisen. Diese Pigmentbildung wurde bei der EHinteilung der Untergruppen 
mit verwendet. 


An Hand von Abklatschpraparaten wurden die Sporophoren auf ihre 
Windungsrichtung untersucht. Ubereinstimmend mit Stapp (1953) 
waren die meisten (83%) gerade oder gewellt, 12% schraubig links, 4% 
schraubig rechts und 1% sowohl links wie rechts gewunden (Windungs- 
sinn infolge der optischen Vertauschung von rechts und links umgekehrt). 


2. Beschreibung der Gruppen 
I: Serie AL BUS (54 Stamme). Substratmycel (Sm) farblos bis blaB hellbraun 
oder braunlichgelb, Luftmycel (Lm) wei bis weiBgrau. 
. a) Sm. auf Glyc.-Glyk. farblos bis hellbraun, Starke- und Caseinabbau 


gut bis sehr gut. 
b) wie a), Starke- oder Caseinabbau fehlend. 
c) Sm. auf Glyc.-Glyk. oder Haf. briunlichgelb, Starke- und Caseinabbau 


gut bis sehr gut. 
d) wie c), Starke- oder Caseinabbau fehlend. 


Il: Serie AL BOF LAV US (21 Stamme). Sm. hellbraun bis braunlichgelb, Lm. 
gelblichgrau. 
a) Sm. auf Glyc.-Glyk. hellbraun, auf Haf. oft-olivbraun. Lm. auf Stairkeagar 
meist rotlichgrau, Starke- u. Caseinabbau gut bis sehr gut. 
b) 1 Stamm wie a), mit fehlendem Starke- und Caseinabbau. 
c) Sm. auf Glyc.-Glyk. braunlichgelb, Lm. blaBgelb (wenige Stémme) 
III: Serie G@RISEUS (20 Staimme). Sm. hellbraun, Lm. griinlichgrau., Starke- 
und Caseinabbau mittel bis gut. 
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a) Sm. auf Glye.-Glyk. dunkel- bis schwarzbraun, starke Bildung braunen 
Pigments auf Pepton- und Glutaminsaurelésung. 
b) Sm. auf Glyc.-Glyk. hellbraun, lésl. Pigment schwach oder fehit. 


IV: Serie VJ RIDIS (3 Stamme). Sm. blaShellbraun, Lm. blaugriin. 


V: Serie ROSEUS (7 Stémme). Sm. farblos bis hellbraun, Lm. auf Haf. rosa, 


sonst weib. 
VI: Serie DIASTATICUS (47 Stimme). Sm. hellbraun, Lm. grau, Starke- 
und Caseinabbau gut. 
a) Lm. aschgrau, auf Pepton starkes braunes Pigment, sonst meist kein 
Pigment. 
b) wie a), auf Pepton keine Pigmentbildung. 
c) Lm. braunlichgrau, auf Glyc.-Glyk. aschgrau. Wenig oder kein lésliches 
Pigment. 
VII: Sm.farblos, Lm.aschgrau mit weiBen Tupfen (Sporenhyphenbiischel) 
Pigment fehlt (5 Stamme). 
VIII: Serie AU REUS (105 Stamme). Sm. braun bis gelb, Lm. rétlichgrau oder 
gelb, lésliches braunes Pigment. 
a) Sm. dottergelb, Lm. auf Glyc.-Glyk. gelb, nie rétlichgrau. Kein oder 
wenig braunes Pigment, Caseinabbau gut, Starkeabbau fehlt. 
b) Sm. auf Glyc.-Glyk. hell- bis dottergelb, Lm. rétlichgrau, Starke- und 
Caseinabbau meist gut. 
c) Sm. auf Glyc.-Glyk. oder Haf. gelb, sonst hellbraun, Lm. rétlichgrau, 
Starke- und Caseinabbau gut bis sehr gut. 
d) wie c), Stairkeabbau fehlend. 
e) wie c), Caseinabbau fehlend. 
f) Sm. hellbraun, Lm. rétlichgrau, Starke- u. Caseinabbau gut. 
g) wie f), Stairkeabbau fehlend. 
h) wie f), Caseinabbau fehlend. 
i) Sm. dunkelbraun, Lm. rétlichgrau, starkes lésliches Pigment. 


i 
IX: Serie MADU RAE (6 Stimme). Sm. auf Glye-Glyk. zitronen- bis dotter- 
gelb, auf Stiirkeagar hellorange, Lm. weif bis rosa. 


a ae “ae 


Serie X: (10 Stémme). Sm. auf Glyc-Glyk. kastanienbraun, Lm. weiB bis 
weiBgrau, Starke und Casein meist abbauend. 
Serie XI: (18 Stémme). Sm. wie bei X, Lm. grau, braunes Pigment mit Pepton 
und (oder) Glykokoll. 
a) Lm. aschgrau. 
b) Lm. braunlichgrau. 
XII: Serie Antibioticus (21 Stimme). Sm. dunkel bis schwarzbraun (auf 
Haf. meist hellbraun), Lm. grau. P 
a) Lm. aschgrau, starkes braunes Pigment, Caseinabbau fehlt. 
b) Lm. braunlichgrau, starkes braunes Pigment, Caseinabbau fehlt. 
c) Lm. briunlichgrau, Pigment fehlt, Caseinabbau und Gelatineverfliissigung 
meist stark. 
XIII: Serie SCA BIES (17 Stémme). Sm. dunkelbraun, Lm. weiB. 
a) mit starkem braunem Pigment. b) ohne braunes Pigment (1 Stamm). 
XIV: Serie SULPHU REUS (1 Stamm). Sm. dunkelbraun, Lm. gelb. 
XV: Serie RUBRIRETICULI (13 Stamme). Sm. mennige- bis feuerrot, Lm. 
rosa bis rot, Stiirke und Casein meist abbauend. 
a) ohne lésliches braunes Pigment. b) mit lésl. braunem Pigment. 
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XVI: Serie VIOLACEUS (19 Stamme). Sm. rétlichviolett oder blau, Lm. ver- 
schieden. Untergruppe a—c mit rétlichviolettem Sm. sind Rhodomycinbildner 
der Art Streptomyces purpurascens LINDENBEIN (1952) (s. a. FRommeEr, 1955). 
Untergruppe d entspricht Str. coelicolor (bildet Actinorhodin, Farbumschlag von 
Blau nach Rot beim Ansiuern). 

a) Lm. wei bis aschgrau, nur rotes lésliches Pigment. 

b) Lm. rotlichgrau, auf Pepton starkes braunes, daneben mit Glyk. und 
Glutaminsaure rotes lésliches Pigment. 

c) Lm. rétlichgrau, nur braunes lésliches Pigment. 

d) Sm. blau, Lm. hellblau bis aschgrau. : 

Die roten und blauen Stiimme, die Stamme der Gruppe X und An- 
gehorige der Serie ,, Albus“ (I) sind am haufigsten antibiotisch wirksam. 
Am wenigsten aktive Stémme enthalten die Serien ,,Roseus‘‘ (V), ,,Gri- 
seus (III) und Serie VII. Serie ,, Rubrireticuli (XV) enthalt vorwiegend 
antagonistische Trockenrasenstémme und hemmt besonders stark Asper- 
gillus terreus (s. 8. 288), der von den Vertretern anderer Serien weniger 


gehemmt wird. 


VII: Die Verteilung der Streptomycetengruppen auf verschiedene 
Standortstypen 

Nach HorvatH u. Mitarb. (1951) sowie Krasitnrkov (1953) besteht 
kein Zusammenhang zwischen den Pflanzengesellschaften und der Strep- 
tomycetenflora (Antagonistengehalt) ihrer Boden. Doch werden bei 
diesen Arbeiten keine bestimmten Stammgruppen beriicksichtigt. Es ist 
jedoch zu erwarten, da manche Streptomycetengruppen bestimmte, 
dkologisch umgrenzte Standortstypen bevorzugen oder auf diese be- 
schrankt sind. 

In Tabelle 7 sind die untersuchten Standorte in Gruppen zusammen- 
gefaBt (A-D) und Stetigkeit sowie Mengenanteil der beschriebenen 
Serien angegeben: 


Es bedeuten: A Kalktrockenrasen (17 Standorte, Nr. 1—17). B silikatische 
Rasen- und Felsspaltgesellschaften (9 Standorte, Nr. 18—22, 40—43). C Trocken- 
wilder (6 Standorte, Nr. 27—32). D feuchte Walder (11 Standorte, Nr. 25—26, 
33—39). — Die Stetigkeit ist in rémischen Ziffern angegeben (I in bis zu 20% der 
Standorte, II in 20—40%, III in 40-60%, IV in 60—80% und V in 80—100% der 
Standorte vorkommend). — Bei der Mengenschatzung (arabische Ziffern 1—38) 
wurden unterschieden: 1. seltene Stamme (unter 10%), 2. zuriicktretende Stamme 
(10—40%), 3. dominierende Stamme (iiber 40% der Streptomycetenpopulation). 
Einen Anhaltspunkt fiir diese Schitzung gab die Anzahl der entsprechend ge- 
farbten Kolonien. Sie wurde fiir jede Glycerin-Glykokollagar-GuBplatte und jeden 
Farbton notiert. Unter Zuhilfenahme des Aussehens der Stémme beim Isolieren 
und ihrer Zuordnung lieB sich so die relative Haufigkeit einer Stammgruppe zu- 
verlissig abschatzen. Genauere Angaben haben angesichts der nachgewiesenen 
Schwankungen in der Zusammensetzung der Mikroflora keinen Sinn. 


Die haufigsten und mengenmabig hervortretendsten Serien sind 
Aureus (in 80%), Albus (in 67%) und Diastaticus (in 65% der Boden- 
proben vorkommend). In einer Zusammenstellung von WAKSMAN (1950) 
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iiber das Vorkommen verschiedener Streptomycetenarten in 20 groBten- 
teils nordamerikanischen Bodenproben verschiedenster Herkunft sind 
die oben genannten Serien ebenfalls am hiufigsten vertreten. Im einzel- 
nen lassen sich folgende Verteilungstypen unterscheiden : 


Tabelle 7. Stetigkeit und Menge der Streptomycetengruppen in den Standortstypen 
Zeichenerklérung im Text 


Gruppe Zahl der A / B / Cc D 

LsAlbus’ oi hedinhase 52 =| Vi-3| Ivi-2 | Iv1—3 | 2-3 

II Alboflawus . .. 21 Ii 1—2 | IT 1—3 | IV1—2 | I1—2 
TLD Griseus ayers 20 | TL 1—2 .) STE LoS he eee: 
DV Virwdis eee cee 2 pee bk | — bye ia eee 
VE RG8CUS tees 7 We dal | 12); — fag Ws: 

VI Diastaticus . . . 43 | IV 1—3 | IV 2—3 | IV 1—3 | IV 1—2 
Vi ee eee 4 oo {= | Ir1—2)| 11 
VIII Aureus a—e . . 49 | IV1—3 | IV 1—2 | IIT 1—3 | I12 
Aureusf—i .. 53 | W12—3 | 12 | TII2—3 | IV3 
Aureusf. 2. . 34 | 2-3 | 112 IIT 2 IV3 
IX Madurae ... 5 ee ae | De — _- 
ACI Searens 9 11 1—2 | Il NEE kt 

ey Olay arr aehe 18 | I1—2)I1 | IT 1—2 | It 1—2 
XII Antibioticus . . 20 | IT 1 | Iv1 “IVa bec eases 
XL Scabtesas wee ae 16 Ill oo pan Let 
XIV Sulphureus. . . | 1 - TT — _- 
XV Rubrireticuli . . 12 Peerr lil gl Tl igi | 
XVIa—e purpurascens 14 | I11—2 | I1—2 IT 1—2 | — 
XVId coelicolor . . . | 5 — Ut — jel e te! 


1. ausschlieBlich oder bevorzugt in Trockenrasen: Rubrireticuli, bes. 
XVa, Ila Griseus, XVIa-c purpurascens, Serie X. 

2. mit groBter Stetigkeit in Waldstandorten: VIIIf Awreus, XIa-b, 
XVId coelicolor, Serie VII. 


3. Gruppen mit deutlicher Bevorzugung des trockeneren Bereichs, 
auch in Trockenwaldern: VIIIa-e Aureus, XIII Scabies, [X Madurae. 


4. Gemibigte Standorte (B-+-C) bevorzugende Gruppen: II Alboflavus, 
XIT Antibioticus. 


5. Ohne Bevorzugung einer Standortsgruppe: I Albus, VI Diastaticus. 


AufschluBreich ist ferner, da die Rasen- und Trockenwaldstandorte 
sowie auch die feuchten Waldbéden auf Kalk am artenreichsten sind. Sie 
enthalten im Durchschnitt Vertreter von 6—7 Untergruppen. Die tibri- 
gen Waldstandorte entsprechen nicht mehr den optimalen Lebens- 
bedingungen der Streptomyceten und haben durchschnittlich nur 
Vertreter von 3 Untergruppen in ihrer Population. 
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Zusammenfassung 


1. Die Keimzahl in Trockenrasenbéden erreicht in niederschlagsrei- 
chen Sommermonaten nur ein Hauptmaximum unter Fortfall der sonst 
eintretenden trockenheitsbedingten Depression. In Waldbéden steigt sie 
infolge der Erwairmung der Laubdecke schneller an und kann ein Friih- 
jahrs-Vormaximum erreichen. 


2. Parallelproben kénnen in Keimzahl und Actinomycetengehalt um 
bis tiber 100% schwanken. Mehrmonatige Lagerung veriindert den Acti- 
nomycetenanteil nur unwesentlich. 


3. Die Kalktrockenrasen- und Trockenwaldstandorte (26 Proben) 
hatten von allen mit 30—40, im Extrem 60% den héchsten Actinomyce- 
tenanteil. Am wenigsten Actinomyceten fanden sich in sauren Boden mit 
einer Reaktion unter py 5,0. 


4. Kalktrockenrasen und Trockenwaldstandorte enthielten am meisten 
antagonistische Streptomycetenstamme: 70% hemmten Bac. subtilis, 
jedoch nur 7% stark. Dann folgten Rasen- und Felsspaltstandorte auf 
Silicatuntergrund (48%) und neutrale bis schwach saure Waldbéden 
(40%). Am wenigsten Antagonisten enthielten saure Waldbéden (29%). 
Mycobacterium lacticola wurde von 27% und Escherichia coli von 21% 
aller Stimme gehemmt. Aspergillus terreus wurde von 48% der Trocken- 
rasenstamme stark und von 25% der Stamme aus sauren Waldbéden nur 
schwach gehemmt. Der dort verringerte Antagonismus wird als Ausdruck 
verminderter Konkurrenzfahigkeit unter ungtinstigen Lebensbedin- 
gungen angesehen. 


5. Bei Filtration von Antagonisten -Kulturlosung durch Boden wurde 
Abnahme der Hemmstoffe festgestellt. Bei Kultur auf steriler Erde 
konnten keine Hemmstoffe nachgewiesen werden. 


6. Vorkommen und Mengenanteile der nach BALpacct in Serien zu- 
sammengefaBten Stémme in den Bodenproben wurden ermittelt. Es 
besteht eine Bevorzugung bestimmter Standortstypen durch einzelne 
Gruppen, jedoch kein engerer Zusammenhang zwischen Pflanzengesell- 
schaft und Streptomycetenpopulation. 

Herrn Prof. Dr. A. Rrpre-Baupzs danke ich fir Anregung und Unterstiitzung 


bei der Durchfiihrung vorliegender Arbeit. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschatt. 
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Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin) 


Der Abbau von phenolischen Substanzen 
durch Aspergillus niger 


Von 
H. FRIEDRICH 


Mit 4 Textabbildungen 
(Hingegangen am 25. Juni 1956) 


Bei seinen Untersuchungen iiber den Hinflu8 von Pilzen auf waBrige Extrakte 
aus Gallapfeln entdeckte ScHEELE (1787) die Gallussdure. VAN TrEGHEM (1867) 
konnte feststellen, daB die Zersetzung des Tannins auf die Tatigkeit von Schimmel- 
pilzen zuriickzufiihren ist, und identifizierte den dabei vorherrschenden Pilz als 
Aspergillus niger. AuBerdem waren auch Pilze aus der Penicillium glaucum-Gruppe 
in der Lage, Gallotannin unter Bildung von Gallussaiure zu vergaren. Spater gelang 
Frrnpacu (1900) und Porrevin (1900) gleichzeitig, aber unabhangig voneinander, 
der Nachweis des fiir die Gallotanninspaltung entscheidenden Ferments, der Tannase, 
deren Bildung sie in der Kulturflissigkeit von Aspergillus niger in Gegenwart von 
Gallotannin und Nahrstoffen beobachteten. Auch mit zellfreien Tannasepraparaten 
lieB sich eine Spaltung des Tannins herbeifiihren. In breit angelegten Versuchen 
beobachtete Knupson (1913), daB lediglich Pilze aus den Gattungen Penicilliwm 
und Aspergillus Tanninkonzentrationen von mehr als 2% vertrugen und ohne 
weitere Kchlenstoffquelle auskommen konnten, wahrend Vertreter anderer Gat- 
tungen (Mucor, Polyporus, Fusarium) in Gegenwart von anderen Nahrstoffen ledig- 
lich Tanninkonzentrationen bis zu 0,25°%% ohne Schadigung vertrugen. In Unter- 
suchungen von KEsELING (1929) bzw. RippEL u. KEsELING (1930) wurde die 
Tanninkonzentration der Lésungen, in denen Penicilliwm und Aspergillus wuchsen, 
sogar bis auf 25% gesteigert, ohne daB die Pilze geschidigt worden waren1. 


Man war allgemein der Ansicht, da mit Hilfe von Tannase das 
Gallotannin in Glucose und Gallussaure gespalten wird, wovon der Pilz 
die Glucose umsetzt, wihrend sich die Gallussaiure in der Kulturfliissig- 
keit anreichert. Bei der auch heute noch gebrauchlichen technischen An- 
wendung (vgl. Prescott u. Dunn, 1949) der Tannasespaltung von 
Gallotannin zur Erzeugung von Gallusséure werden geklirte Gerbstoff- 
extrakte sterilisiert und mit Aspergillus niger-Reinkultur beimpft. Die 
Fermentationsfliissigkeit wird unter genauer Temperaturkontrolle 
mechanisch geriihrt und beliiftet. Von Zeit zu Zeit kontrolliert man den 
Fortgang der Reaktion, weil erfahrungsgemaB bei zu langer Kinwirkungs- 
zeit die Menge an gebildeter Gallussiure wieder abnimmt. Ahnliche 
Beobachtungen hatten bereits NICHOLSON u. Mitarb. (1931) gemacht. 


1 Diese Eigenschaft kann zur elektiven Tdentifizierung des Pilzes im Boden ver- 
wendet werden (RippEL, 1940; RrprEL-BALDES u. Peters, 1949). 
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Sie fanden, da® stets mehr Gallotannin umgesetzt wurde als Gallussaure 
entstand, und schlossen daraus, daB in der Tannase noch ein weiteres 
Ferment vorhanden sein miisse, das Gallussiure abbaut. Fiir dieses 
Ferment schlugen sie die Bezeichnung Pyrogallase vor. 

Ich wollte versuchen, in Pflanzenextrakten, die neben einer Anzahl 


pore 


von phenolischen Stoffen auch Gallotannin enthielten, das Tannin durch 


Tannase zu spalten, um den stérenden EHinfluB des Gerbstoffs bei der 
papierchromatographischen Untersuchung auszuschalten. Um dafir 
giinstige Bedingungen zu 
| Font |  ermitteln, verfolgte ich die 
= Gallotanninspaltung mit Hil- 
fe von Aspergillus niger pa- 

pierchromatographisch. 


() @ Die Versuchsbedingungen 
waren folgende: 


Die Kulturflissigkeit enthielt je 


ee ee 


ee ee iene, ———w ere 


Liter: 5g Gallotannin (,,Merck‘‘), 
oO 2,5 g KH,PO,, 1,25 g MgSO, -7 
H,0, 5,0 g NH,NO,, 2 ml Metall- 
salzlésung. — Die Metallsalz- 
lésung bestand aus: Fe(NH,) 
: oa 9 eam (SO,),"H,0 2,0 g, ZnSO, - 7 H,0 
; 2 3 r, 5 1,5 ml 1% ige Lésung, CuSO, - 5 
J H,05ml1% ige Lésung, MnSO, 
Abb. 1. Abbau von Gallotannin durch Asp. niger. 4 H,O 1,5 ml 1%ige Lésung. 
Chromatogramm in Butanol/Essigsiure/ Wasser. konz. HC13 ml, Wasser auf | Liter. 
1 Gallotanninlésung (unbeimpft); 2 Gallussiiurelésung Je 100 it di Flissiokei 
3 Gallotanninlésung 3 Tage, 4 6 Tage, 5 9 Tage nach 7 = MRE ile eit ; 
dem Beimpfen. wurden in Kantkolben sterili- 


; siert und dann mit Sporen von 
Aspergillus niger beimpft (Stamm X LJ A,). Das Wachstum erfolgte in Oberflachen- 
kultur bei 27° C. 

Bereits nach 2 Tagen hatte sich eine Myceldecke gebildet, die auch schon bald 
reichlich schwarzbraune Sporen trug. Nach 3, 6 und 9 Tagen wurde jeweils eine 
kleine Probe der Kulturfliissigkeit steril entnommen und in einer Menge von 60 pl 


auf Schl. u. Sch.-Papier 2043b aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte in auf-— 


steigender Richtung mit dem Lésungsmittelgemisch n-Butanol (40) : Essigsiure 
(10) : Wasser (7). Als Vergleich wurden je 60 ul 0,5%ige Gallotanninlésung und 
0,5%ige Gallussiurelésung aufgetragen. Zum Sichtbarmachen der Flecke wurde 
mit wiBriger FeCl,-Lésung (0,1% Fe ***) bespriiht. 

Aus dem in Abb. 1 schematisch wiedergegebenen Chromatogramm 
ergibt sich, dafS Gallotannin einen langen Schwanz bildet, wahrend 
Gallussiiure als wohldefinierter Fleck sichtbar wird. Nach 3 Tagen ist 
eine teilweise Spaltung des Gallotannins erfolgt, wobei sich neben Gallus- 
siiure noch phenolische Substanzen sowohl mit geringerem als auch mit 
groBerem Rr-Wert gebildet haben. Nach 6 Tagen ist fast nur noch 
Gallussiure vorhanden, jedoch schon in geringerer Menge, nach 9 Tagen 
ist tiberhaupt kein Phenol mehr nachzuweisen. 
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Nach 10 Tagen wurde die Myceldecke abgehoben und mit Quarzsand 
und Wasser fein zerrieben. Im Filtrat war ebenfalls kein phenolischer 
Bestandteil nachzuweisen. Auch bei Verwendung organischer Lésungs- 


mittel gelang ein solcher Nachweis 
nicht. 

Aus den geschilderten Versuchen 
ging hervor, daB der Pilz in diesen 
Konzentrationen das Gallotannin 
schnell gespalten und auch die da- 
bei gebildete Gallussiure entweder 
schnell abgebaut oder in eine vollig 
unlosliche Substanz ibergefiihrt 
hatte. 

Um diese Frage weiter zu ver- 
folgen, setzte ich eine Reihe von Kul- 
turen in gleicher Weise an, jedoch 
nicht mit Gallotannin als Kohlen- 
stoffquelle, sondern mitreiner Gallus- 
saure (Acidum  gallicum puriss. 
, Schering). Die chromatographi- 
sche Priifung wurde in gleicher 
Weise, wie oben beschrieben, vor- 
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Abb. 2. Verbrauch von Gallussaéure durch Asp. 

niger. Chromatogramm in Butanol/Hssigsaure/ 

Wasser. J Gallussiurelésung (unbeimpft); 

2 Gallussaurelésung 3 Tage, 3 6 Tage, 4 9 Tage 
nach dem Beimpfen 


genommen. Es zeigte sich dabei (Abb. 2), daB der Pilz mit Gallusséure 
als einziger Kohlenstoffquelle wachsen kann und die Gallussiure mit der 
gleichen Geschwindigkeit umsetzt wie Gallotannin. 

In einer weiteren Versuchsreihe habe ich den Umsatz der Gallussaure 
durch Aspergillus niger mit Hilfe eines frither von mir (FRIEDRICH, 1954) 
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Abb. 3. Verbrauch von Gallusséure durch Asp. niger im Verlauf von 10 Tagen 


ausgearbeiteten Verfahrens zur photometrischen Bestimmung der 
Gallussiure quantitativ verfolgt. Das Ergebnis zeigt Abb. 3, aus der her- 
vorgeht, daB bei einer Kulturfliissigkeit, die 5 g Gallussiure je Liter ent- 
hielt, nach 7 Tagen, bei der doppelten Konzentration nach 10 Tagen, die 


Gallussiure vollig verbraucht ist. 
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Bereits N1cHOLSON u. Mitarb. (1931) hatten ein Wachstum von Aspergillus niger 
auf Gallussiurelésung ohne weitere Kohlenstoffquelle beobachtet. In ihren Ver- 
suchen erwies sich dariiber hinaus auch Pyrogallol als geeignet, das sie in einer 
Konzentration von 0,89% anwendeten. 

Ich habe deshalb auch eine Versuchsreihe mit 0,5 % iger und eine mit 
1%iger Pyrogallollésung angesetzt und quantitativ ausgewertet. Die 
dabei erhaltenen Kurven stimmen weitgehend mit den entsprechenden 
Gallussiurekurven iiberein, so daB sie hier nicht wiedergegeben zu 
werden brauchen. 


Abb. 4. Wachstum von Asp. niger mit Resorcin als einziger Kohlenstoffquelle a 1 Tag, b 2 Tage 
e 4 Tage nach dem Beimpfen 


Da nunmehr bereits zwei phenolische Substanzen gefunden waren, die 
Aspergillus niger als einzige Kohlenstoffquelle dienen kénnen, ergab sich 
die Frage, welche weiteren phenolischen Stoffe médglicherweise fiir den 
Pilz noch verwertbar sind. Aus der folgenden Ubersicht geht hervor, 
welche Stoffe ich auBer Gallussiure und Pyrogallol gepriift habe (je 
0,5°% ig) und zu welchem Ergebnis die Untersuchungen fiihrten. 

Auf Resorcinlésung zeigte sich schon am 1. Tag nach dem Beimpfen 
Mycelbildung, vom 2. Tag ab wurden Sporen gebildet, und in den folgen- 
den Tagen nahm die Mycelbildung schnell zu (Abb. 4). Auf Hydrochinon- 
l6sung war das Wachstum gleichfalls deutlich, jedoch von etwas geringerer 
Intensitat. 

Die Beobachtung, daB Mikroorganismen phenolische Substanzen abbauen kénnen, 
wurde schon vor langerer Zeit gemacht, jedoch handelte es sich bei den damals 
untersuchten Organismen vorwiegend um Bakterien. Aus Klarbecken isolierten 
Fow er u. Mitarb. (1911) ein Bacterium (B. helvolvus), das bis zu 0,01 g Phenol 
in 100ml Kulturmedium vertragen konnte und wahrend des Wachstums ver- 


brauchte. Auch das Verschwinden von Phenolen und Kresolen aus dem Boden 
wurde als mikrobiologischer Vorgang erkannt (SEN Gupra, 1921), und STéRMER 
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(1908), Wacner (1914), TarrersrreLp (1928) und Gray u. THORNTON (1928) 
isolierten aus dem Boden Mikroorganismen, die eine Anzahl von Phenolen und 
Benzolabkémmlingen (Phenol, Resorcin, Phloroglucin, Kresole, Toluol, Xylol, 
| Naphthalin) abbauen und als Kohlenstoffquelle ausnutzen konnten. Tausson 
(1927, 1928) nahm an, da beim bakteriellen Phenanthrenabbau zuerst der mittlere 
Ring gespalten wird, wobei Phenole als Spaltprodukte auftreten, die aber ihrer- 
seits weiter abgebaut werden. Jedenfalls waren die Bakterien in der Lage, auch 
Phenole, wie Brenzcatechin, Salicylsiure und Saligenin und zum Teil auch Hydro- 
chinon und Phenol, als Kohlenstoffquelle auszunutzen. BERNHEIM (1942) fand ein 
nichtpathogenes M ycobacterium, das auf Benzoat, Oxybenzoat, Tyrosin und Phenol 
als einziger Kohlenstoffquelle wachsen konnte. Kine besondere Vorliebe fiir aroma- 
tische Stoffe hat Azotobacter chroococcum, von dem nach GUITTONNEAU u. CHEVALIER 
(1936) verschiedene Staémme para-, ortho- und meta-Oxybenzoat verschieden an- 
greifen. Das Bacterium bindet mit Benzoesaure als einziger C- Quelle gut Stickstoff 
und farbt dabei den Nahrboden kohlschwarz, ebenso 2,4-Dinitrophenol (FIscHER, 
1949; Rapier, 1955). Endlich kénnen Nocardia-Arten aromatische Stoffe ver- 
werten (v. PLorHo, 1948, WoLMER, 1949; KisTEr, 1953/54). 


Tabelle 1 
 Substrat | Wachstum Substrat =| Wachstum 
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Auch iiber die Frage, auf welche Weise der Abbau der Phenole erfolgt 
und wie im besonderen die Spaltung des an und fiir sich sehr stabilen 
Benzolringes eintritt, liegt eine Reihe von Untersuchungen vor. 


Haprorp u. Raper (1925) sowie Happrotp (1930) fanden in zahlreichen Bakterien 
ein Brenzcatechin-Oxydase-System, mit dessen Hilfe in Gegenwart von Sauerstoff 
Brenzcatechin, in o-Benzochinon iibergefiihrt wurde. In experimentell angelegten 
Klarbecken konnten Happro.D u. Key (1932) eine stark oxydasepositive Bakterien- 
flora selektionieren und isolierten schlieBlich einen bestimmten Typ, den sie Vibrio 0/1 
nannten. Dieser Organismus verwendete Phenol als einzige Kohlenstoffquelle, und 
als Endprodukte des Abbaues traten Ameisen- und Essigsiure auf. In diesen Ver- 
suchen lieB sich erstmalig als Zwischenprodukt des Phenolabbaues. eine Ketosaure 
nachweisen, die nicht mit Acetessigsaure identisch war. Die ersten Abbaustufen 
sollen nach Evans u. Haproip (1939), Happotp (1940) und Nretson u. Dawson 
(1944) Brenzcatechin und o-Benzochinon sein. Kiipy (1948, 1951) gelang es dann, 
die Ketosaure zu isolieren und zu identifizieren. Aus der Kulturfliissigkeit eines auf 
Phenol gewachsenen Vibrios, die eine positive Rothera-Reaktion (Reaktion mit 
Nitroprussidnatrium auf Ketone und Ketosauren) gab, erhielt er nach Perkolation 
mit Ather Lavulinsaure. Als native Vorstufe fiir diese vermutete er $-Ketoadipin- 
siure, die leicht durch Decarboxylierung in Lavulinsaiure tibergeht. SchlieBlich 
konnte er auch bei vorsichtiger Atherextraktion £-Ketoadipinsaure kristallin er- 
halten und durch Mischschmelzpunkt mit synthetischer Substanz identifizieren. Er 
schlug folgendes Abbauschema fiir Phenol vor: Phenol — Brenzcatechin — o- 
Benzochinon — 1,2,5-Trioxybenzol —» 5-Oxy-o-Benzochinon — /£-Ketoadipin- 
saure —> Bernsteinsiure + Essigsiure. Auch fiir andere phenolische Stoffe, wie 
Protocatechusaure (Evans, Parr u. Evans, 1949), Mandelsiure, Benzoesiure und 
p-Oxybenzoesaure (STANIER 1948, 1950, sowie STANIER u. Mitarb., 1950), wurde 
der bakterielle Abbau iiber /-Ketoadipinsiure nachgewiesen. Aus Kulturen von 
Pseudomonas fluorescens gelang Parr, Evans u. Evans (1949) die Isolierung des 
ringspaltenden Ferments, das zur Bildung von /-Ketoadipinsaiure fiihrt. Stsrrom 
u. STANIER (1954) fanden dagegen zwei Fermente, die bei der Uberfiihrung der von 
ihnen ermittelten Vorstufe cis-cis-Muconsiure in £-Ketoadipinsiure mitwirken. 
Kine Literaturzusammenstellung bis zum Jahre 1950 iiber die Oxydation aro- 
matischer Ringe durch Mikroorganismen (Bakterien) im Stoffwechsel hat HaproLp 
(1950) gegeben. 

Bei einem Vergleich der phenolischen Stoffe, die den Bakterien als 
Kohlenstoffquelle dienen kénnen und iiber die Stufe der £-Ketoadipin- 
siure abgebaut werden, mit den Phenolen, auf denen der von mir unter- 
suchte Stamm Aspergillus niger wachsen konnte, fallt auf, daB dem Pilz 
lediglich bereits stiirker oxydierte Phenole als Substrat dienen kénnen!?. 
Dabei ist offenbar Voraussetzung, daB zwei phenolische OH-Gruppen 
vorhanden sein miissen, die entweder in m- oder in p-Stellung zueinander 
stehen (m-OH-Gruppen in Resorcin, Pyrogallol und Gallussiure, p-OH- 
Gruppen in Hydrochinon). 

Zur Klarung der Frage, auf welche Weise die in Betracht kommenden 
Phenole im Stoffwechsel des Pilzes abgebaut werden, war zu unter- 


suchen, ob in der Kulturfliissigkeit des auf Phenolen wachsenden Pilzes 


* Nach WaTERMANN (1912) und Lonmann (1934) kann Phenol in sehr geringer 
Konzentration diesem Pilz als C- Quelle dienen. 


Der Abbau von phenolischen Substanzen durch Aspergillus niger 303 


ebenso wie in den Bakterienkulturen Lavulinsiure bzw. /-Ketoadipin- 
sdure auftritt. 


Hierfiir wurde eine ahnliche Versuchsanordnung gewahlt, wie sie von verschie- 
denen Autoren zur Aufklérung der Bildung von Essigsiure und Brenztraubensaure 
(Cauerar, PEARCE u. WALKER, 1950), von Citronensaiure, Oxalsdure und Glucon- 
sdure (BERNHAUER, 1928; CHUGTaArI u. WALKER, 1951) und von Brenztraubensiure, 
Dimethylbrenztraubensiure und a-Ketoglutarsiure (WALKER u. Mitarb., 1951, 
Hatt u. WALKER, 1953; RAMACHANDRAN u. Rapwa, 1955) durch Aspergillus niger 
verwendet worden ist. 

Die Kulturfliissigkeiten, die 1% Gallussiure, Pyrogallol, Resorcin oder 0,5% 
Hydrochinon und auBerdem die oben angegebenen Nahrsalze und Metallsalze ent- 
hielten, wurden zu je 100 ml in Kantkolben sterilisiert, die am Boden seitlich einen 
mit Schlauch und Schlauchklemme verschlossenen Ansatz zum Ablassen der 
Flissigkeit besafien. Nach dem Beimpfen mit Sporen von Aspergillus niger XLI A, 
lieB ich die Kolben so lange im Brutschrank bei 27° C stehen, bis sich eine kraftige 
Myceldecke ausgebildet hatte. Das war nach 6—7 Tagen der Fall. Nach dieser Zeit 
wurde die Kulturflissigkeit durch den Ansatz abgelassen und durch die gleiche 
Menge steriles dest. Wasser ersetzt, um die restlichen Bestandteile der ersten 
Kulturfliissigkeit auszuwaschen. Nach 12 Std wurde das Waschwasser durch 100 ml 
einer zweiten Kulturfliissigkeit ersetzt, die wie folgt zusammengesetzt war: 1/15 m 
Phosphatpuffer (pq 6), 0,004 m Kaliumarsenit und 19% Gallussiure (Pyrogallol, 
Resorcin) bzw. 0,5% Hydrochinon. Nach abermaligem Stehen bei 27° C wurden 
von Zeit zu Zeit Proben entnommen und papierchromatographisch auf das Auf- 
treten von Ketosaiuren gepriift. 

Zur Papierchromatographie der Ketoséuren sind die verschiedensten Verfahren 
angegeben worden. Hier hat sich am besten die Methode von IsHERWOOD u. CRUICK- 
SHANK (1954; siehe auch Ranson, 1955) bewahrt, die darauf beruht, da8 man zu- 
nachst die 2,4-Dinitrophenylhydrazone der Ketosaéuren herstellt und diese dann 
chromatographiert. Unter geringer Abwandlung dieses Verfahrens ging ich wie 
folgt vor: Jeweils 1 ml Kulturfliissigkeit wird mit 2,5 ml 2,4-Dinitrophenylhydrazin- 
Reagens (0,2%ige Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 0,2n athanolischer 
Salzsiure) versetzt und 30 min bei 30° C aufbewahrt. Dabei bleiben die gebildeten 
2,4-Dinitrophenylhydrazone in Lésung. 50 wl dieser Losung werden auf Schl.- u. 
Sch.-Papier 2043 b aufgetragen und mit der organischen Phase des Lésungs- 
mittelgemisches iso-Amylalkohol (50) : Athanol (10) : Wasser (40) in aufsteigender 
Richtung chromatographiert. Das Papier mu8 vorher mit 0,05 m Phosphatpuffer 
auf px 8 gepuffert werden. Als Vergleichssubstanz diente Lavulinséure (Acidum 
laevulinicum purum pro injectione ,,Merck’’) in 0,025 m Lésung. Das Auftreten von 
f-Ketoadipinsaure kann bei dieser Methodik nicht erkannt werden, weil sie bei der 
Behandlung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin das entsprechende Hydrazon der La- 
vulinsaiure liefert. Die Flecke der stark gelb gefarbten 2,4-Dinitrophenylhydrazone 
sind auf dem Chromatogramm ohne weitere Behandlung gut sichtbar. Das itiber- 
schiissige Reagens stort die Chromatographie nicht, da es kurz hinter der Lésungs- 
mittelfront lauft. 

Die chromatographische Priifung der zweiten Kulturfliissigkeiten auf 
Ketosiuren fiihrte zu folgendem Ergebnis: Nach 5tagigem Stehen 
werden in den Kulturen, die Gallussiure und Pyrogallol enthalten, keine 
Ketosauren gefunden; die Hydrochinon- und die Resorcinkulturen liefern 
einen sehr deutlich ausgeprigten Fleck, der in seinem Ry-Wert mit 
dem des 2,4-Dinitrophenylhydrazons der Lavulinsdure tbereinstimmt. 
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Auch bei den spater erfolgten Probenahmen aus den Gallusséiure- und 
den Pyrogallolkulturen liBt sich keine Ketosiure nachweisen. Dagegen 
nimmt die Intensitét der bei den Hydrochinon- und Resorcinkulturen 
beobachteten Flecke bis zum 15. Tag zu, dariiber hinaus nicht mehr. 


Aus den papierchromatographischen Untersuchungen tiber den Ver- 
bleib der phenolischen Substanzen nach 15 Tagen ergab sich das folgende 
Bild: Gallussiure bleibt in der Flissigkeit der arsenitgehemmten Kulturen 
unverindert erhalten, auBer ihr treten keine anderen Stoffe mit Phenol- 
Charakter auf. Pyrogallol ist noch vorhanden, daneben zeigen sich zwei 
weitere Flecke mit kleineren Ry-Werten, die beide sowohl mit FeCl, als 
auch mit diazotierter Sulfanilsiure wie Phenole reagieren. Diese Flecke 
treten jedoch auch bei unbeimpften Pyrogalloll6sungen auf und sind 
nicht auf die Tatigkeit des Pilzes zuriickzuftihren. Hydrochinon ist 
vollig verschwunden. Kurz iiber dem Startpunkt tritt ein Fleck auf, der 
die gleichen Reaktionen gibt, wie sie fiir Chinone beschrieben werden 
(im sichtbaren Licht rosa-violett, mit NH,-Dampf verstarkt, mit FeCl, 
stirker violett). Von Resorcin ist noch ein geringer Rest vorhanden. 
AuBerdem tritt der gleiche Fleck auf, wie bei Hydrochinon beschrieben, 
und noch ein zweiter mit den gleichen Reaktionen, jedoch mit einem 
etwas gréBeren Rr-Wert. 

Aus diesen Befunden kann man schlieBen, da der Abbau der Gallus- 
siure und des Pyrogallols offenbar Decarboxylierungsreaktionen er- 
fordert, die durch die Hemmung mit Arsenit nicht ablaufen kénnen. | 
Hydrochinon und Resorcin werden in einem sehr ahnlichen oder identi- 
schen Mechanismus vermutlich tiber die Stufe von Chinonen zu einer 
Ketosiure abgebaut. Bei dieser Ketosiure handelt es sich offenbar ent- 
weder um Liavulinsiure oder um /-Ketoadipinsiure, die beide das gleiche 
2,4-Dinitrophenylhydrazon geben. 


Im folgenden wurde versucht, Livulinsaiure-2,4-dinitrophenylhydrazon 
eindeutig nachzuweisen und eventuell auch /-Ketoadipinsiure zu 
isolieren. 


Dazu wurden in der oben beschriebenen Weise 2 Liter-Kulturen sowohl mit 
Hydrochinon als auch mit Resorcin angesetzt. Nachdem in den zweiten Kultur- 
fliissigkeiten papierchromatograpisch keine Phenole mehr nachgewiesen werden 
konnten, wurde die Kulturfliissigkeit abgezogen, zentrifugiert und im Vakuum bei 
einer 37° C nicht iibersteigenden Temperatur auf ein Volumen von etwa 50 ml ein- 
geengt. Entsprechend den Angaben von Sranrur u. Mitarb. (1950) wurde dieser 
Riickstand mit Ammoniumsulfat gesittigt, mit Schwefelsiure auf py 2,3 angesiuert 
und 40mal mit je etwa 50 ml Ather ausgeschiittelt. Der Ather wurde mit wasser- 
freiem Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum verdampft und der Riickstand mit 
wenig Athylacetat aufgenommen. Weder nach langerem Stehen im Eisschrank noch 
durch Zusatz von Petrolather konnte ich Kristalle von 6-Ketoadipinsaure gewinnen. 
Nach Zusatz von salzsaurer 2,4-Dinitrophenylhydrazinlésung zu dem Riickstand 
von der Atherextraktion fiel jedoch ein Niederschlag aus, der nach mehrfacher 
Reinigung rein gelb wurde und unter dem Heiztischmikroskop nach Borttus einen 
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Schmelzpunkt von 203°C zeigte. Authentisches 2,4-Dinitrophenylhydrazon der 
Lavulinsaure schmolz ebenfalls bei 203° C, im Gemisch trat keine Schmelzpunkts- 
depression ein. 

Ich konnte somit nachweisen, daB® das papierchromatographisch er- 
mittelte 2,4-Dinitrophenylhydrazon tatsichlich die entsprechende Ver- 
bindung der Liivulinsiiure war. Nach den Erfahrungen, die bei der Isolie- 
rung der £-Ketoadipinsiure aus Bakterienkulturen gemacht worden 
sind (Kinpy, 1948, 1951; STANTER u. Mitarb., 1950), muB angenommen 
werden, da auch in den Kulturfliissigkeiten des auf Hydrochinon oder 
Resorcin gewachsenen Pilzes £-Ketoadipinsaiure und nicht Livulinsdure 
gebildet wird. Gleichzeitig entstehen offenbar Substanzen, die die 
Kristallisation hemmen, so daB man die £-Ketoadipinsaure nur in Form 
des 2,4-Dinitrophenylhydrazons der Livulinséure abscheiden kann. 

Als Abbauprodukt der B-Ketoadipinsiure kommen auch im Falle von 
Aspergillus niger Bernsteinsiure und Essigsiure in Betracht, die ihrer- 
seits in den Tricarbonsiurecyclus eingehen, der nach den Untersuchungen 
von RAMAKRISHNAN u. Martin (1954) bei Aspergillus niger vollstandig 
ablaufen kann. 


Zusammenfassung 


Es wurde gezeigt, daB Aspergillus niger XLI A, mit Gallussiure, 
Pyrogallol, Resorcin oder Hydrochinon als einziger Kohlenstoffquelle 
wachsen kann. Nach Arsenithemmung konnte aus den Resorcin- und 
Hydrochinonkulturen Lavulinsiure-2,4-Dinitrophenylhydrazon isoliert 
werden, das vermutlich aus $-Ketoadipinsaéure entstanden war. Der Ab- 
baumechanismus der phenolischen Substanzen durch Aspergillus niger 
wird diskutiert. 


Herrn Dr. A. Rreru, Gatersleben, danke ich fiir die Uberlassung des verwendeten 
Pilzstammes, Herrn Dr. H. Hopmann, Porz/Rh., fiir die Uberlassung der Lavulin- 
sdure, meiner lieben Frau sowie Fraulein Lisa BRuuN fiir die Mithilfe bei der Aus- 
fiihrung der Versuche. 
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Uber einige neue Chytridineen aus Erdboden 
(Olpidium, Rhizophidium, Phlyctochytrium und Rhizophlyetis) 


Von 
ESTHER-RUTH UEBELMESSER 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 21, Juli 1956) 


Bei der Untersuchung von Bodenproben vom Meeresstrand auf ihren 
Gehalt an niederen Phycomyceten (HARDER u. UEBELMESSER, 1955) 
wurden vier neue Arten aus den Gattungen Olpidium, Rhizophidium, 
Phlyctochytrium und Rhizophlyctis gefunden. Die Pilze fanden sich 
spater zum Teil auch in Erdproben aus Australien und Nordamerika. 
Zwei weitere neue Arten von Rhizophidium und Phlyctochytrium wurden 
aus Bodenproben von Australien und Nordamerika isoliert. 


1. Olpidium longicollum n. spec. 


Vorkommen: Die Art, bisher von Harper u. UnBELMESSER (1955) als 
Olpidium spec. bezeichnet, trat an verschiedenen Standorten des bewachsenen und 
unbewachsenen Meeresstrandes, niemals submers, auf, und zwar in mediterranen 
Proben (Lido von Venedig, Elba, Jugoslavien und Costa Brava in Spanien) und in 
Erden von Spiekeroog. Spater wurde sie auch noch in vielen australischen Erd- 
proben, die nicht vom Strand stammten, gefunden. Sie kann zu den haufigen niede- 
ren Phycomyceten gerechnet werden. 

Bei den Bodenproben vom Strand erschien der Pilz sowohl in SwuB- 
wasser- wie in Seewasseransitzen. Die Ans&itze wurden in der tiblichen 
Weise durchgefiihrt: eine Spatelspitze Boden wurde in einer Petrischale 
mit Wasser tiberschichtet, mit Pollen bek6dert und im Thermostaten 
bei 22° C bebriitet (vgl. Harper u. UEBELMESSER, 1955). Meistens 
zeigte sich bei Durchsicht der Schalen schon nach ungefahr finf Tagen 
eine starke Infektion des Pollens mit den endobiotisch lebenden Sporan- 
gien, die besonders durch einen sehr langen Entleerungshals auffielen. 
Einzelne Pollenkérner mit je einem Sporangium wurden auf die von 
GAERTNER (1954) beschriebene Weise isoliert; so wurde der Pilz in 
Esmarchschalen auf Pollen weiterkultiviert. 

Die Infektion der Pollenkérner erfolgte durch Zoosporen, die sich 
zunaichst auf der Membran des Pollens festsetzten, diese durchwuchsen 
und dann im Innern des Pollens zu einem kleinen, fast kreisrunden Blas- 
chen anschwollen. Nur in seltenen Fallen drangen zwei Zoosporen in ein 
Pollenkorn ein. In dem Blaschen sonderten sich zwei bis drei stark licht- 
brechende Kérper aus (wohl Oltropfen). Im Laufe von zwei Tagen 
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wuchsen die Blischen zu meist ovalen, manchmal unregelmaBig ab- 
geplatteten, rundlichen Sporangien heran; ihre Membran war glatt und 
zart, ihr Plasma feinkérnig, ihre Granula von ungleicher GroBe, aber 
gleichmaBig verteilt. In diesem Stadium waren die Sporangien etwa 
40 x50 u groB. Jetzt begannen sie mit der Ausbildung des fiir die Art 
typischen Entleerungshalses, der die Pollenwand durchwuchs und in zwei — 
bis drei Stunden seine volle Lange von 80 (in extremen Fallen 200) er- 
reichte (Abb. 1a). Das Plasma dieser Papille war kaum granuliert, fast 
hyalin, ihre Membran war glatt und diinn und an der Spitze war sie — 
gallertig verquollen. Der Durchmesser des Entleerungshalses war 10—12 wu. | 
Wenn er fertig ausgebildet war, teilte sich das Plasma des Sporangiums in 
regelmaBige Portionen auf, die sich zu rundlichen Zoosporen ausdifferen- 
zierten. An ihnen konnte man schon im Sporangium zwei stark licht- 
brechende Kérperchen erkennen, die Globuli (Abb. 1b). Nach Auflésen 
des Gallertpfropfens schwirmten die Zoosporen einzeln durch die runde 
Offnung aus, die ersten langsam, die folgenden immer schneller; dabei — 
kamen amdboide Formverinderungen vor. Frei im Wasser schwimmend ~ 
wurden die Zoosporen kugelrund, hatten einen Durchmesser von 10 u 
und waren opisthokont; die GeiBel war 80—90 wu lang. Die Lage der 
Globuli in den Zoosporen war nicht sicher fixiert, meist lagen sie aber dem 
GeiBelinsertionspunkt gegeniiber und immer beide Globuli dicht bei- 
sammen (Abb. 1b). Nach zwei Wochen fanden sich fast nur noch leere 
Zoosporangien und Dauersporangien in der Kultur. Die Dauersporangien 
(Abb. 1c) waren rund, hatten eine dicke, glatte Membran und waren mit 
dichtem, grob granuliertem Plasma ausgefiillt, in dem mehrere Reserve- 
stoffkorper verschiedener GréBe und verschieden starker Lichtbrechung 
lagen. Sie konnten zwei bis drei Monate iiberdauern und dann nach 
Ubertragung in frisches Wasser mit sterilem Pollen auskeimen. 


Auf Grund seines endobiotischen, holokarpen Thallus, dem ein 
spezielles vegetatives System fehlt, und der als Ganzes in ein einziges, 
unbedeckeltes Sporangium oder eine Dauerspore eingeht, sowie wegen 
seiner opisthokonten Zoosporen gehért der Pilz zu Olpidium. Er ist von 
den bereits bekannten Olpidiwm-Arten durch seinen auffallend langen 
Entleerungshals, die GréBe der Zoosporen sowie durch das Vorhanden- 
sein von zwei Globuli in jeder Zoospore verschieden. 


Am nachsten steht er Olpidium brassicae; die Einreihung als solches kommt aber, 
da er nicht parasitisch wachst und die GréBenverhaltnisse andere sind, nicht in 
Frage. Von Olpidium luxurians Fischer, dem der Pilz ebenfalls nahe steht, unter- 
scheidet er sich durch sein Vorkommen in Einzahl im Pollenkorn, seinen stark 
extramatrikal verlangerten Entleerungshals und die Zoosporengré&e. Der lange 
Entleerungshals von Olpidium allomycetos Karling (1948) lieB zuerst vermuten, 
da der Pilz trotz anderer Gréfenverhiltnisse dieser Art zugeordnet werden 
kénnte. Infektionsversuche mit unserem Olpidiwm an Allomyces-Sporangien ge- 
langen aber nicht. Auch sind bei Olpidiwm allomycetos in den Zoosporen viele Globuli. 
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Der Pilz wurde 244 Jahre lang auf Pollen sowohl in SiBwasser als 
auch in Seewasser (Salzkonzentration 3,2 %) kultiviert, ohne morpho- 
logische Verainderungen zu zeigen. Er sei wegen seines auffallig langen 
Entleerungshalses Olpidiwm longicollum genannt. 
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Abb. 1. Olpidium longicollum n. sp. a Junges Sporangium in Pinuspollen. 
6 Schwirmer entlassendes Sporangium. ce Dauersporangium. Vergr. 500 x 


Olpidium longicollum n. spec. 


Zoosporangien oval bis rund, manchmal unregelmaBig abgeplattet, 
50—60 uw breit und 60—80 w lang, glattwandig, mit einer 80—200 wu 
langen Papille. Inhalt des Zoosporangiums zuerst fein granuliert, spater 
Schwirmer ausdifferenziert. Entwicklung holokarp und endobiotisch. 
Zoosporen rund, 10 « im Durchmesser mit hinten inserierter, 80 uw langer 
GeiBel; Bewegung im Wasser huschend-schnellend. Dauersporangien 
rund, 60—70 ~ im Durchmesser, mit glatter Wand, zahlreichen, ver- 
schieden groBen Oltropfen und grob granuliertem Plasma. Saprophytisch 
in sterilisierten Pinuspollen. 
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2. Rhizophidium halophilum n. spec. 


Vorkommen: Diese Chytridinee, ein Rhizophidium, wurde erstmalig aus 
Proben des Strandes vom Lido von Venedig isoliert. Spater wurde es als die haufigste 
der pollenbefallenden Chytridineen aller Strandproben von Nord- und Ostsee sowie 
dem Mittelmeer gefunden und wurde schlieBlich auch aus Erdproben von Salzstand- 
orten in Nordamerika (Salt Lake, Utah) herausgekédert. Da es vor allem in See- 
wasseransatzen auftrat, wurde es von HARDER u. UEBELMESSER (1955) ,, Rhizophi- 
dium spec. (halophil)‘ genannt. Es kam gelegentlich allerdings auch mit groBer 
Haufigkeit in Ansaitzen mit SiBwasser vor. Dies war vor allem bei den Proben vom 
Lido von Venedig der Fall, die (vielleicht nach einer langeren Trockenzeit) selbst 
geniigend Salzkristalle enthalten mochten, so daB auch in den SiiBwasseransatzen 
wohl eine gewisse Salzkonzentration herrschte. 


Bereits fiinf Tage nach der Bekéderung traten auf den Pollen kreis- 
runde Sporangien von 60—80 «4 Durchmesser auf, die nach der Literatur 
nicht~naher bestimmt werden konnten. Sie fielen durch ihre regelmaBig 
angeordneten, zahlreichen Papillen sowie durch ihren zu einem gleich- 
maBigen Muster angeordneten Inhalt auf (Abb. 2e): Die Zoosporen lagen 
als stark lichtbrechende Kugeln im Innern des Sporangiums und 
machten etwa den Eindruck einer gliisernen Beere im Sporangium. 
Mit solchen Sporangien befallene Pollenkérner wurden in frisches See- 
wasser mit sterilem Pollen iibertragen; dadurch wurden artreine Kul- 
turen gewonnen. 


Die Zoosporen, die sich auf den Pollenkérnern festsetzten, wuchsen 
zu einer runden Blase aus, die ein deutlich sichtbares Rhizoid, das aus 
einem Hauptstamm und davon abgehenden Verzweigungen bestand, 
in das Pollenkorn hineinschickte (Abb. 2a, b). Der Inhalt der Blase, 
der zuerst hyalin, dann fein granuliert war, zeigte bald einen groBen, 
dann viele Oltropfen verschiedener GréBe, die fast das ganze Spor- 
angium ausfillten, solange es seine endgiiltige GréBe noch nicht er- 
reicht hatte. 24 Std nach dem Auskeimen der Zoospore war das Spor- 
angium ausgewachsen, die Oltropfen lagen lose verteilt im hyalinen 
Plasma, und es waren 25-30 Papillen von 5—6 w Linge und 4 «4 Durch- 
messer ausgebildet (Abb. 2c). Wahrend weiterer 8 Std verteilten sich die 
Oltropfen zu sehr feinen Trépfchen; in diesem Stadium konnte man die 
Papillen auch in der Aufsicht auf das kugelige Sporangium sehen 
(Abb. 2d), wahrend sie sonst nur im Profil an der Peripherie erkennbar 
waren (Abb. 2e). Am Ende des zweiten Tages war das Sporangium 
schwarmreif (Abb. 2e). Die Papillen verquollen, und die Zoosporen traten 
einzeln, durch mehrere Papillen gleichzeitig, aus (Abb. 2f); einzelne 
Papillen schienen zum Ausschwirmen bevorzugt zu werden, auch konnte 
nicht beobachtet werden, daf alle Papillen zum Schwirmen benutzt 
wurden. Die Zoosporen schwammen nach dem Ausschliipfen, bei dem 
sie sich etwas in die Linge streckten, sofort mit groBer Geschwindig- 
keit unter ruckartigen Bewegungen weg; sobald ein Teil der Zoosporen 


Uber einige neue Chytridineen aus Erdboden 311 


das Sporangium verlassen hatte, gerieten die noch in ihm: befind- 
lichen in sehr rasche Bewegung. Der ganze Ausschwarmakt dauerte 
héchstens 10 min. Manchmal verblieb eine einzelne Zoospore im Spor- 
angium, heftete sich innerhalb der leeren Membran am Pollenkorn fest 


Abb. 2. Rhizophidium halophilum n. sp. a—e Sporangienentwicklung auf Pinuspollen. 
f Entleertes Sporangium und Schwarmer. Vergr 500 x 


und keimte aus. Die Zoosporen waren rund, 5,5—6 4 im Durchmesser und 
hatten keinen Globul. Das fein granulierte Plasma zeigte auf der Seite des 
GeiBelinsertionspunktes einen deutlich abgegrenzten helleren Halbmond. 
Die GeiBel, eine PeitschengeiBel nach Coucu (1941), war 30 u lang und 
in der Bewegungsrichtung hinten inseriert. Dauersporangien wurden in 
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den 2 Jahren, wihrend der der Pilz in artreiner Kultur gehalten wurde, 
nicht gebildet; auch nicht, wenn er bis zu einem halben Jahr im selben 
Substrat verblieb. 

Das Rhizophidium unterscheidet sich von den bereits bekannten Arten durch die 
Vielzahl und die regelmaBige, fast ornamentartig wirkende Anordnung seiner Pa- 
pillen und, im schwarmreifen Stadium, auch seines Sporangieninhalts. Ein zweites 
wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist das Fehlen des Globuls in den Zoosporen. . 

Die Art blieb durch viele Generationen wahrend 24% Jahren mor- 
phologisch unverindert und bewahrte auch in den verschiedenen Salz- 
konzentrationen der Nord- und Ostsee sowie des Mittelmeeres ihre 
typische Form. Sie sei wegen ihrer ausgesprochenen Halophilie Rhizo- 
phidium halophilum n. spec. genannt. 


Rhizophidium halophilum n. spec. 

Sporangium kugelig, 60—80 « im Durchmesser mit 25—30 regelmaBig 
angeordneten hyalinen Papillen von 5—6 uw Lange und 4 ~ Durchmesser. 
Inhalt zuerst fein granuliert mit vielen eingelagerten verschieden groBen 
Oltropfen, dann gréber granuliert und im schwarmreifen Zustand mit — 
deutlich ausdifferenzierten, gleichmaBig runden, stark lichtbrechenden 
Zoosporen. Rhizoid kraftig ausgebildet mit Hauptstamm und davon ab- 
gehenden Verzweigungen. Zoosporen schwiairmen einzeln nach Ver- 
gallertung der Papillen; die 30 uw lange, hinten inserierte PeitschengeiBel 
wird schon im Sporangium ausgebildet. Durchmesser der Zoosporen 
5,5—6 uw. Globul nicht vorhanden, Plasma der Zoosporen fein granuliert — 
mit einem helleren Halbmond auf der Seite des GeiBelinsertionspunktes. 
Kultivierbar auf Pollen in Seewasser verschiedener Salzkonzentration. 


3. Rhizophidium utriculare n. spec. 


Vorkommen: Das Rhizophidium wurde aus Erdproben von Australien isoliert, 
war an verschiedenen Standorten dort ziemlich haufig und konnte auf Pollen in 
artreine Kultur genommen werden. Spiter wurde es auch in salzhaltigen Erdproben 
aus Nordamerika gefunden. Es ist aber nicht speziell halophil, die australischen 
Erden stammten nicht von Salzstandorten. | 


Entwicklungsgang: Die Zoospore keimt zu einer kleinen Blase mit 
fein granuliertem Plasma und senkt ein zartes, kaum verzweigtes Rhizoid 
in das Pollenkorn (Abb. 3a). Die wenigen, nicht stark lichtbrechenden 
Inhaltsk6rper, die anfainglich in der Blase zu sehen sind, teilen sich beim 
Heranwachsen derselben immer mehr auf. Das Blischen ist anfinglich 
rundlich, spiter oval, mit der schmalen Basis dem Pollenkorn aufsitzend. 
Beim weiteren Heranwachsen des Sporangiums nimmt dasselbe immer 
mehr birnenformige Gestalt an (Abb. 3b, c), wird bis zu 120 uw lang und hat 
im oberen, bauchigen Teil einen Durchmesser von 80—100 uu. Vereinzelt 
trifft man auch fast kugelige Sporangien. Alle Sporangien enthalten fein 
granuliertes Plasma mit gleichmiBig verteilten gréberen Granula. In der 
oberen Hialfte des Sporangiums bilden sich 3—7 groBe, uhrglasférmige 
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Abb. 3. Rhizophidium utriculare n. sp. a—e Entwicklung des Sporangiums. d Zwei schwarmreife 
Sporangien. e Schwirmer entlassendes Sporangium. f Dauersporangien. Auf Pinuspollen, Vergy. 500 x 
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Papillen mit einem Durchmesser von 10 aus (Abb. 3c). Die Entwick- 
lung der Sporangien dauert etwa einen Tag, am zweiten Tag werden die 
Zoosporen im Sporangium ausdifferenziert (Abb. 3d). Nach Verquellen 
der Papillen schliipfen Zoosporen von 8 4 Durchmesser aus, deren Plasma 
im hinteren Teil hyalin ist; am vorderen Pol liegt ein grob granulierter 
Kérper, den man aber seiner Granula wegen nicht als Globul ansprechen 
kann (Abb. 3e). Die Dauersporangien (Abb. 3f) sind verhaltnismaBig 
klein (Durchmesser 25—30 1), meist rund, selten eif6rmig, mit einer 
derben, glatten Membran und in kleine Kugeln aufgeteiltem Inhalt. 

Dieses zweite Rhizophidium hat groBe Ahnlichkeit mit einem von Kartrnc (1938) 
beschriebenen, das er aber wegen der fehlenden Méglichkeit, die Gesamtentwicklung 
des Pilzes zu beobachten, nicht benannt hat.Bei Kari~incs Organismus fehlte die 
Ausbildung der Dauersporangien. AuBerdem war bei Karines Pilz das Vorherr- 
schen der birnen- oder sackartigen Formen nicht so stark wie bei unserem Pilz; er 
war meist kugelig mit Durchmessern von 10—52 . KARLING weist auf die Ahnlich- 
keit mit Rh. agile, Rh. gibbosum, Rh. rostellatum und Phlyctochytrium biporosum hin, 
Arten, von denen unser Rhizophidium in Form und GréBe des Sporangiums sowie 
der Ausbildung der Zoosporen, denen auch hier der Globul fehlt, stark abweicht. 
Das Rhizophidium pyriforme Valkanov (1931) hat ebenfalls etwas Ahnlichkeit mit 
dem gefundenen Pilz, es werden aber dort gar keine MaBe angegeben, auch wurden 
keine Zoosporen und keine Dauerstadien beobachtet: ferner fehlten den Sporangien 
die Papillen; es scheidet also ebenfalls aus. Rhizophidium utriculus Scherffel 
(1926), das in der Sporangienform etwa unserem Pilz entsprechen kénnte, wenn 
auch die Sporangien dort sehr viel kleiner sind (13—14 y lang, 6—8 yu im Durch- 
messer), kommt auch nicht in Betracht, da es mit einer breiten apikalen Offnung 
schwarmen soll. Angaben iber Rhizoid und Schwarmer fehlen; SCHERFFELS Pilz 
ist deshalb bei SPARROW (1943) auch nicht in die Gattung eingeordnet. 

Das Rhizophidium bewahrte konstant alle seine Merkmale in der 
Kultur. Wegen seiner sackformigen Sporangien sei iam der Artname 
utriculare gegeben. 


Rhizophidium utriculare n. spec. 

Sporangien sack- oder birnenformig, selten rund, 120 w lang, 80—100 yw 
breit. Entwicklung streng monozentrisch, epi- und endobiotisch. Rhizoid 
sehr zart, kaum verzweigt. Zoosporen 8 im Durchmesser, ohne Globul 
mit granuliertem Plasma am vorderen Pol und hyalinem Plasma um die 
GeiBelinsertionsstelle. Gei®el 60—70 w lang, Bewegung der Zoosporen 
hiipfend. Schwarmerentlassung einzeln durch 3—7 groBe Papillen. 
Sporangien meist einzeln, manchmal zu zweien auf einem Pollenkorn. 
Dauersporangien rund, 25—30 4 im Durchmesser, mit derber, glatter 
Membran und in kleine Kugeln aufgeteiltem Inhalt, bis zu sechs auf 
einem Pollenkorn. 


4. Phlyetochytrium spectabile n. spee. 
In Erdproben aus Nordamerika (Salt Lake City) wurde eine weitere 
Chytridinee isoliert, die zunichst fiir Rhizophidium halophilum n. spec. 
gehalten werden kénnte, wenn man nur das schwarmreife Sporangium 
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vor sich hat. Doch ist das rhizoidale System stets mit einer Apophyse 
ausgebildet (Abb. 4). Der Pilz ist deshalb bei der Gattung Phlyctochy- 
trium einzureihen. Er befiel Pollen in SiBwasseransitzen und entwickelte 
sich in Hinzahl auf den Pollenkérnern. Seine Entwicklung ist fiir Phlye- 
tochytrien typisch. Nach Anheften der Zoospore auf dem Pollenkorn 
wachst ein Keimschlauch in dasselbe, ein Oltropfen wandert darin an die 
spater zur Apophyse werdende Stelle. Der Oltropfen verteilt sich in viele 
kleine Tropfchen, die Apophyse schwillt, wihrend gleichzeitig das Spor- 
angium auBerhalb des Pollenkorns anwiachst; in ihm bilden sich ein, 
spater bis zu drei groBe Oltropfen (Abb. 4a). Ohne daB eine Phase, in der 
das Plasma gleichmaBig granuliert ist, dazwischen liegt, werden die Zoo- 
sporen ausdifferenziert, die hier ahnlich wie bei Rhizophidium halophilum 
n. spec. ein sehr regelmaBiges Muster bilden. Die Papillen durchbrechen 
von innen die Membran und wolben sich nur wenig vor (Abb. 4c). Das 
reife Sporangium hat einen Durchmesser von 90—100 uw. Die runden 
Zoosporen schwarmen, nachdem die ersten durch die verquellenden 
Papillen hinausgepreft wurden, einzeln aus. Sie haben 6 ~ Durchmesser 
und einen Globul, dessen Lage nicht fest fixiert ist, der sich aber meist 
seitlich befindet. Die hinten inserierte Geifel ist 60 uw lang und peitschen- 
formig (Abb. 4d). Die ganze Entwicklung vom Schwarmen eines Spor- 
angiums bis zum fertig ausgebildeten schwarmreifen Sporangium der 
zweiten Generation dauerte drei Tage. Dauersporangien haben dieselbe 
GroBe wie die normalen Sporangien, sind mit einer derben, stark licht- 
brechenden, glatten Wand umgeben und enthalten in ihrem granulierten 
Plasma einen groBen Oltropfen, der fast die ganze Zelle ausfillt und 
exzentrisch gelagert ist (Abb. 4e). Die Apophyse der Dauersporangien 
ist klein, das Rhizoid auffallend kraftig und gespreizt ausgebildet. 


Auch dieser Pilz konnte auf Pollen artrein kultiviert werden. Er unterscheidet 
sich von den bekannten Phlyctochytrien durch die Vielzahl und regelmaBige An- 
ordnung seiner Papillen sowie durch deren Form. Er gleicht am meisten Phlycto- 
chytrium synchytrii, seine Papillen sind aber niemals fingerformig gebogen und 
weniger lang. Von dem von GAERTNER (1954,,) beschriebenen Phlyctochytrium 
kniepii unterscheidet er sich durch die GréBe seiner Zoosporen und das vollig anders 
ausgebildete Dauersporangium. Wegen der zierlichen Form seiner vegetativen 
Sporangien soll er Phlyctochytrium spectabile genannt werden. 


Phlyctochytrium spectabile n. spec. 


Zoosporangium kugelig, 60—100 4 im Durchmesser mit 15—25 kleinen, 
uhrglasférmigen, 4 breiten Papillen. Rhizoidales System mit einer 
subsporangialen Blase und ausgebreiteten, verzweigten, zarten Rhizoiden. 
Zoosporen 6 wim Durchmesser, rund, mit einem meist seitlich gelegenen 
Globul und 60 langer SchubgeiBel. Dauersporangien 60—100 w im 
Durchmesser mit kleiner Apophyse, kraftig entwickeltem Rhizoid und 
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dicker, glatter Sporangienwand. Im Innern der Dauersporangien ein 
groBer, fast das ganze Sporangium ausfiillender, exzentrisch gelagerter 
Oltropfen. 


Abb. 4. Phlyctochytrium spectabile n, sp. a—b Entwicklungsstadien. e Schwarmreifes Sporangium. 
d Ausschwiirmendes Sporangium mit Schwiirmern auBerhalb. e Optischer Querschnitt eines Dauer- 
sporangiums, Auf Pinuspollen. Vergr. 500 x 
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5. Phlyctochytrium semiglobiferum n. spec. 

Kin zweites noch unbekanntes Phlyctochytrium, das in Stranderd- 
proben der Nord- und Ostsee sowie des Mittelmeeres an verschiedenen 
Standorten gefunden und von HarpER u. UEBELMESSER (1955) als 
Phlyctochytrium spec. bezeichnet worden ist, hat ebenfalls eine gewisse 
Ahnlichkeit mit Phlyctochytriwm synchytrii, weicht aber durch seine 
groBen, halbkugeligen Papillen von allen bisher bekannten Arten ab. Die 
Zoosporangien sind rund, haben 40—80 4 Durchmesser und 2—5 groBe 
'Papillen (Durchmesser 10 w) (Abb. 5c). Die Sporangienwand ist zart 
und glatt. Der Inhalt des Sporangiums ist fein granuliert mit einigen 
unregelmaBig verteilten gréberen Granula. Die Apophyse ist im Pollen- 
korn dick riibenartig angeschwollen (Abb. 5f). Die Zoosporen werden 
durch die groBen Offnungen, die beim Verquellen der Papillen entstehen, 
einzeln entlassen. Sie sind schon im reifen Sporangium weitgehend aus- 
differenziert (Abb. 5d). Beim Schwirmen sind sie voriibergehend améboid, 
nehmen aber bald Kugelgestalt an (Durchmesser 6 ~) und haben zwei 
Globuli, die dem GeiBelansatzpunkt gegentiberliegen. Ihre GeiBeln sind 
25 uw lang und spitz zulaufend. Nach Austreiben des Keimschlauches 
schwillt die Zoospore an (Abb. 5a) und Oltropfen treten auf. Die Apo- 
physe schwillt erst an, nachdem schon die ersten Verzweigungen am 
Rhizoid entstanden sind (Abb. 5b). Die Papillen werden schon frith- 
zeitig am jungen, noch nicht zur endgiiltigen GroBe herangewachsenen 
Sporangium ausgebildet, solange das Plasma noch gleichmafig granuliert 
ist. Die Zoosporen werden aber erst im ausgewachsenen Sporangium 
ausdifferenziert. Bei Kulturen, die etwa einen Monat alt sind, findet man 
Dauersporangien (Abb. 5g), die, kleiner als die vegetativen Sporangien, 
eine stark verdickte Membran haben, durch die aber die Papillen durch- 
gebrochen sind. Der Inhalt der Dauersporangien ist ebenfalls fein granu- 
liert mit einigen gréberen Kérnern im Zentrum. Bei der Keimung ent- 
stehen direkt im Dauersporangium Zoosporen, die durch die Papillen 
entlassen werden. 

Es gelang, den Pilz durch Ausstreichen von in sterilen Wassertropfen 
geschwairmten Zoosporen (GAERTNER, 1954,9) auf Agar zu tbertragen 
und hier weiterzukultivieren. AuBer der Ausbildung der Apophyse, die 
auf Pollen dick riibenférmig, auf Agar langgestreckt ritbenformig war, 
zeigten sich keine morphologischen Formverschiedenheiten. Da der Pilz in 
Seewasseransitzen sehr haufig war, wurden die ersten Ausstriche auf See- 
wasseragar ohne weitere Zusitze von organischen Nahrungsquellen ge- 
macht. Dies hatte den Vorteil, daB sich die Bakterien schlecht entwickelten, 
wodurch man sehr bald zu bakterienreinen Kulturen kam. Spiter gedieh 
der Pilz auch auf Pepton-Malz-Agar (0,3% Pepton, 0,3% Malzextrakt, 
1% Agar). Seine Entwicklung war auf diesem Substrat viel tippiger. 
Auf Seewasseragar hatten sich viele Schwiirmer nach der Ausbildung des 
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Abb. 5. Phlyctochytrium semiglobiferum n. sp. a—e Entwicklungsstadien des Pilzes auf Agar, 
d Schwarmreifes Sporangium auf Agar. e Junges Sporangium auf Pinuspollen. # Schwiirmer 
E entlassendes Sporangium auf Pollen. g Dauersporangium auf Agar. Vergr. 500 x 
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Keimschlauches nicht weiterentwickelt, und die Kulturen wuchsen des- 
halb langsam. Auf Pepton-Malz-Agar wurden keine solche abgestorbenen 
Keimlinge gefunden; auBerdem wurde das GréBenwachstum der Spor- 
angien gefordert, die morphologische Gestalt blieb aber unverandert. Ver- 
suche auf Carragen-Agar zur Feststellung der metabolischen Befaihigung 
der Schwarmer, wie sie GAERTNER (1954,,) bei einigen Phlyctochytrien 
nachgewiesen hat, zeigten auch bei unserer Art das Phinomen, daf die Zoo- 
sporen auf diesem Substrat ihre Kugelgestalt aufgaben, sich in die Liinge 
streckten und mit vorne sitzender, umgeklappter GeiBel schwammen. 
Der Pilz erhielt seine Artmerkmale zweieinhalb Jahre auf Pollen und 
Agar konstant. Wegen seiner groBen, halbkugeligen Papillen soll er 
Phlyctochytrium semiglobiferum n. spec. genannt werden. 


Phlyctochytrium semiglobiferum n. spec. 

Sporangien kugelig, Durchmesser 40—80 w (auf Agar bis 500 1), mit 
glatter Wand und 2—5 halbkugelférmigen, groBen, 10 uw breiten Papillen. 
Zoosporen einzeln schwarmend, 6 u im Durchmesser mit zwei Globuli 
am vorderen Pol, opisthokont, mit 254 langer GeiBel. Apophyse rundlich 
riibenformig in Pollen, langgestreckt riibenformig auf Agar. Rhizoid 
kraftig entwickelt, verzweigt. Dauersporangien 20—30 im Durch- 
messer, mit dicker Wand und kleineren Papillen. ZoosporengréBe auf 
Agar wie auf Pollen gleich. 


6. Rhizophlyctis harderi n. spec. 

In Seewasser- und in Sii®wasseransitzen der Sandproben vom Lido 
von Venedig fielen an einzelnen Standorten den Pollenkérnern aufsitzende 
Sporangien auf, die eine Anzahl kraftiger Rhizoide zu einem benach- 
barten Pollenkorn schickten, und sich dort damit festhefteten (Abb. 7). 
Diese Sporangien wurden isoliert und in Wasserkultur mit Pollen ge- 
nommen. In den Folgekulturen zeigten sich neben diesen Sporangien 
zahlreiche andere mit weniger dicker Membran, denen der auffallige 
Rhizoidstrang fehlte, an denen aber bisweilen, nicht an allen, zarte, ver- 
zweigte Rhizoide zu sehen waren, die an verschiedenen Stellen auf 
dem Sporangium entsprangen (Abb. 6). Durch Beobachten von Kin- 
sporangienkulturen in Hangetropfen und feuchten Kammern zeigte sich 
der Entwicklungsgang des Pilzes. 

Bringt man ein schwarmreifes Sporangium des zweiten, also rhizoid- 
strangfreien Typus (Abb. 6b), in den Hingetropfen (Quellwasser + 5% 
Erddekokt, mit einigen sterilen Pollenkérnern), so entlaBt es schon nach 
einigen Stunden Schwirmer. Die Sporangienwand 6ffnet sich an der 
Spitze des Sporangiums allmahlich, die Sporen quellen als eine groBe 
Blase heraus (vgl. Abb. 7g), die Wande des Sporangiums weichen seit- 
lich zuriick und biegen sich an ihren Enden etwas nach hinten um. Ist 
das Volumen der herausgequollenen Sporangienmasse etwa so groB wie 
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das Sporangium selbst, fangen die Zoosporen an, sich voneinander zu 
trennen, die GeiBeln werden ausgezogen, und die Zoosporen schwimmen 
weg (Abb. 6c). Sie haben 4 Durchmesser und sind rund, mit einem 


Abb. 6. Rhizophlyctis harderi n. sp. a Junges Sporangium auf Pinuspollen. b Fast schwarmreifes 
Sporangium. ¢ Schwirmer entlassendes Sporangium. Vergr. 800 x 


kleinen, aber ausgepragten Globul am GeiSelansatzpunkt. Geifellinge 
15—20 w, Insertion hinten. Die Zoosporen schwimmen einige Stunden 
schnellend-hiipfend durch den Tropfen und setzen sich dann an den ein- 
gestreuten Pollenkérnern fest. Dort keimen sie im Lauf eines Tages zu 


Uber einige neue Chytridineen aus Erdboden 321 


einer kleinen, grob granulierten Blase, mit zartem Rhizoid, das an einer 
Stelle ganz schwach verdicktist ; hier verzweigt es sich. Das Blaschen wachst 
am zweiten Tag zu einem Sporangium desselben Typus heran. Der Ent- 
wicklungsgang kann sich so einige Zeit wiederholen. Es kénnen aber auch 
schon in der zweiten Generation und ohne erkennbaren auBeren AnlaB ne- 
ben diesen Sporangien die Sporangien des ersten Typus (Abb.7d) auftreten. 
Die Sporangien dieses Typs haben auBer ihren langen, strangartigen 
Rhizoiden eine derbe, glatte Membran, die stark lichtbrechend ist, und in 
ihrem Innern einen einzigen, ebenfalls stark lichtbrechenden, exzen- 
trischen Reservestoffkorper (Abb.7d). Im Verlauf mehrerer Tage teilt sich 
dieser Kérper im alten Medium wie auch nach Ubertragung in einen neuen 
Hangetropfen in kleinere Portionen auf, die fein granuliert erscheinen, 
und fast die ganze Zelle ausfiillen (Abb. 7e). Wenn dieser ProzeB beendet 
ist, beginnen sich die Rhizoide in zwei Gruppen auseinanderzuschieben, 
wahrend in der Mitte zwischen ihnen eine dinnwandige, bauchige Vor- 
wolbung entsteht. Die Auswélbung vergroBert sich standig, und eine 
dicke Blase von Zoosporen, die noch bewegungslos zusammenliegen, wird 
herausgedriickt (Abb. 7f und g). Der weitere Schwarmvorgang ist der- 
-selbe wie bei den Sporangien des anderen Typus. Ist etwa die Halfte der 
-sporenbildenden Masse aus dem Sporangium gelangt, differenzieren sich 
die Zoosporen zuerst auBerhalb des Sporangiums, dann auch in demselben 
aus. Die leere Sporangienhiille hat dieselbe Form, wie beim anderen Typ, 
ist aber derber (Abb. 7g). Die Rhizoide, die dem Sporangium noch einige 
Zeit anhaingen, fallen allmahlich ab und verschwinden. Die Zoosporen, 
die aus diesen Sporangien entlassen werden, sind groBer als die des 
anderen Typus. Sie haben einen Durchmesser von 5,5 yw, ihre GeiBel ist 
25 u lang. Der Globul der Zoospore liegt ebenfalls hinten in der Nihe des 
GeiBelinsertionpunktes; er ist gréBer und weniger stark lichtbrechend 
(Abb. 7h). Aus diesen Zoosporen konnten sich Sporangien beider Typen 
entwickeln. Handelte es sich um den Typ mit den langen Rhizoiden, so 
bildeten sie zundchst eine Blase mit einigen stark lichtbrechenden Inhalts- 
korpern und mit verdicktem, apophysenartig aufgeschwollenem Rhizoid 
im Pollenkorn (Abb. 7a). Die Rhizoide am apikalen Pol wurden erst 
entwickelt, wenn das Sporangium fast ausgewachsen war. Sie endeten 
entweder in einem benachbarten Pollenkorn (Abb. 7b) oder aber auch 
frei in der Flissigkeit (Abb. 7c). Da die Bedingungen im Hangetropfen 
nicht besonders giinstig waren, konnten nicht mehr als zwei aufeinander- 
folgende Generationen im selben Tropfen beobachtet werden. Ein Teil 
der Sporangien wurde deshalb wieder einzeln in Esmarchschalchen mit 
Erddekoktwasser und Pollen gebracht. Dort traten dann spater in allen 
Schilchen, gleich mit welchem Sporangientyp sie beimpft waren, die 
Sporangien beider Typen auf. Da keine kopulierenden Schwarmer beob- 
achtet werden konnten, ist das dickwandige Sporangium mit Rhizoid- 


E.-R. UEBELMESSER: 


TS 
Abb. 7. Rhizophlyctis harderi n. sp. a gekeimte Zoospore. 6 u.¢ junges Dauersporangium. d@ Dauer- 
sporangium im Ruhezustand, e Dauersporangium mit ausdifferenzierten Zoosporen. f—h Entlassung 
der Schwiirmer aus dem Dauersporangium. Vergr. 800 
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strang als Dauersporangium angesehen worden, obwohl dagegen sprechen 
kénnte, da8& die Zoosporen aus solchen Dauersporangien manchmal 
gleich wieder zu Dauersporangien heranwachsen. 

Der Pilz behielt seine Eigenschaften wahrend drei Jahren. 

Er ist die einzige Chytridinee, die nur 


an den Kiisten des Mittelmeeres vorkam. io: 
Dort wurde er auBer am Lido von Venedig h rae Patt 
auch an der Kiiste von Elba, an der Costa : 2 


Brava von Spanien und bei Montpellier 
gefunden. Er wurde zunachst wegen seines 
Rhizoidbiindels, das beim Schwarmen aus- 
einanderweicht und die Zoosporen zwi- 
schen sich entlaBt, wegen seiner poly- 
phagen Eigenschaft und wegen der Ahn- 
lichkeit seiner derbwandigen Sporangien 
mit denen von Siphonaria sparrowti, die 
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KaRrtinG (1945) beschreibt, als Siphonaria spec. bezeichnet (HARDER u. UEBELMESSER 
1955). Seine Zuordnung zur Gattung Siphonaria st6Bt bei genauerer Kenntnis auf 
Schwierigkeiten. Erstens sind niemals anastomosenartig konjugierende Rhizoide 
und Sexualitat beobachtet worden, die sowohl PerersEN (1903) als auch KaRiina 
(1945) beschreiben. Zweitens entspringen die Rhizoide dort von einer Stelle, zu- 
mindest an einer einzigen verbreiterten Achse, waihrend hier eine polare Anordnung 
zweier Rhizoidsysteme beim Dauersporangium und die auf der ganzen Oberflache 
verteilten, zarten, verzweigten Rhizoide beim Sporangium vorhanden sind. Die 
Sporangien erlauben eine Einordnung in die Gattung Rhizophlyctis, obwohl dort 
keine Apophyse beschrieben worden ist. Sonst stimmen die Merkmale mit denen 
dieser Gattung iiberein: Der Thallus ist monozentrisch, eukarpisch, gewohnlich 
polyphag, besteht aus reproduktivem Korper und unverzweigtem oder verzweigtem, 
aus mehreren Achsen bestehenden Rhizoid, dessen Spitzen gew6hnlich nur endo- 
biotisch sind. Das Sporangium ist unbedeckelt, die Zoosporen sind opisthokont, 
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gewohnlich mit einem einzigen Globul, schwarmen in einer Blase, aus der sie 
schliipfen. Die Dauerspore ist dickwandig. 


Da der Organismus diese Merkmale tragt, sei er der Gattung Rhizo- 
phlyctis zugeordnet, wenn auch fiir die Dauersporangien die polare Anord- 
nung der,Rhizoide und fiir beide Sporangientypen die Ausbildung einer klei- 
nen Apophyse hinzukommt. Er sei Rhizophlyctis harderi n. spec. genannt. 


Rhizophlyctis harderi n. spec. 

Sporangien kugelig, glattwandig, 40—60 uw im Durchmesser. Rhizoide 
an einer bis mehreren Stellen auf dem Sporangium entspringend, zart, 
verzweigt, nur eines im Pollenkorn mit kleiner Apophyse. Zoosporen 
opisthokont mit einem Globul ; sie werden durch eine apikale bis 40 wu breite 
Offnung in einer Blase entlassen, sind rund, 4 “im Durchmesser mit 20 w 
langer GeiBel. Dauersporangium glatt- und dickwandig mit einem groBen, 
exzentrischen, stark lichtbrechenden Reservestoffkérper, sehr zartem 
Rhizoid im Pollenkorn, dem es aufsitzt und dickem Rhizoidbiindel am 
apikalen Pol. Keimung des Dauersporangiums durch Umwandlung in 
ein Sporangium. Schwarmen desselben zwischen den apikalen Rhizoiden 
in einer Blase. Zoosporen 5,5 u im Durchmesser mit 25 uw langer GeiBel 
und Globul hinten. Auf Pollen aus Stranderden vom Mittelmeer. 


Zusammenfassung 


Aus Erdproben von verschiedenen Gebieten Europas und zum Teil 
auch Australiens und Amerikas wurde eine Anzahl neuer Chytridineen 
isoliert und Olpidiwm longicollum, Rhizophidium halophilum, Rhizo- 
phidium utriculare, Phlyctochytrium spectabile, Phlyctochytrium semi- 
globiferum und Rhizophlyctis hardert benannt. 
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Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 


Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und véllig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 

Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgr6Be erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
gebracht werden. 

Selbstiandige kritische Sammelreferate tiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Das Aschenbild tierischer Gewebe und Organe 
Methodik, Ergebnisse und Bibliographie. Von Dr. med. E. Hrnrzscuz, o. Professor 


der Anatomie, Direktor des Anatomischen Institutes der Universitit Bern. Mit 
80 Abbildungen. IV, 140 Seiten Gr.-8°. 1956. Steif geheftet DM 39,60 


Inhaltsverzeichnis: Definition der Mikroveraschung. — Historischer Riickblick. — 
Anwendungsbereich der Schnittveraschung. — Technik der Schnittveraschung: Vor- 
behandlung des Materiales. Der Veraschungsvorgang. — Mikroskopische Untersuchung 
der veraschten Priiparate: Das Spodogramm. Die optischen Untersuchungsmethoden. 
Physikalische Methoden der Aschenanalyse. Chemische Methoden der Aschenanalyse. ae 
Ergebnisse der Veraschungsforschung. Das Aschenbild von Protozoen und Avertebraten, 
der tierischen Zelle, des Epithelgewebes und der Driisenzellen, der Binde- und Stiitzge- 
webe, des Muskelgewebes, des Nervengewebes und der nervosen Zentralorgane, des 
Blutes und der Zirkulationsorgane, der Atmungsorgane, der Verdauungsorgane, der 
Harnorgane, der mannlichen Geschlechtsorgane, der weiblichen Geschlechtsorgane, der 
Haut und ihrer Anhangsorgane, der inkretorischen Organe, der Sinnesorgane; embryolo- 
gische Aschenbilder. — Bedeutung der Spodographie. — Literatur. — Namen- und 


Sachverzeichnis. 
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4 Archiv fiir Mikrobiologie, 25. Band, 3. Heft 


Protozoologie 


Von Karl G. Grell, apl. Professor fiir Zoologie und wissenschaftliches Mitglied am _ 
Max-Planck-Institut fiir Biologie in Tiibingen. Mit 300 Abbildungen. VII, 284 Seiten 
Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 59,— 


Inhaltsiibersicht: Einleitung. — Abgrenzung und Begriff. — Morphologie. Das Cyto- _ 
plasma. Die Zellmembran. Der Zellkern. — Fortpflanzung. Aquale Zellteilung. Tnaquale 
Zellteilung. Reorganisation. — Befruchtung und Geschlechtlichkeit. Gametogamie. Ga- 


montogamie. Parthenogenese. — Generationswechsel. — Modifikabilitat. — Vererbung. 
Kreuzungsversuche. Mutationen. Langdauernde Veranderungen in Klonen. — Bewegung. 


Ortsveranderung. Gestaltveranderung. — Verhalten. — Ernihrung. — Parasitismus und _ 
Symbiose. — Formeniibersicht. I. Klasse: Flagellata. 1. Ordnung: Chrysomonadina. ; 
2. Ordnung? Cryptomonadina. 3. Ordnung: Phytomonadina. 4. Ordnung: Euglenoidina. 
5. Ordnung: Dinoflagellata. 6. Ordnung: Protomonadina. 7. Ordnung: Diplomonadina. _ 
8. Ordnung: Polymastigina. 9. Ordnung: Opalinida. II. Klasse: Rhizopoda. 1. Ordnung: 
Amoebina. 2. Ordnung: Testacea. 3. Ordnung: Heliozoa. 4. Ordnung: Radiolaria. 
5. Ordnung: Foraminifera. ITI. Klasse: Sporozoa. 1. Ordnung: Gregarinida. 2. Ordnung: 
Coccidia. IV. Klasse: Ciliata. 1. Unterklasse: Euciliata. 1. Ordnung: Holotricha. 
2. Ordnung: Spirotricha. 3. Ordnung: Peritricha. 4. Ordnung: Chonotricha. 2. Unter- 
klasse: Suctoria. — Veréffentlichungen. Zusammenfassende Darstellungen. Einzel- 
arbeiten und Werke aus Nachbargebieten. Filme. — Sachverzeichnis. — Artenverzeichnis. _ 


Die Protozoologie ist keine besondere Wissenschaft, sondern nur die Zusammenfassung 

der Kenntnisse, welche wir von einer bestimmten Tiergruppe, den Protozoen, besitzen. 

Sie ist daher nichts weiter als ein Teil der speziellen Zoologie. Trotzdem hat das Wort 
»»Protozoologie“ einen besonderen Klang. Mehr als alle anderen Tiergruppen haben die. 
Protozoen dazu angeregt, Fragen von allgemeiner biologischer Bedeutung aufzuwerfen, 

und nicht wenige Fragen sind mit ihrer Hilfe beantwortet worden oder einer Beant- 

wortung naher geriickt. 


In anderen Lindern ist die Bewertung der Protozoen als Untersuchungsobjekte in stin- 
digem Anstieg begriffen. AuBerlich kommt dies z. B. darin zum Ausdruck, daB die im 
Jahre 1947 in den USA gegriindete ,,Society of Protozoologists‘‘ heute bereits iiber 
450 Mitglieder zahlt. Seltsamerweise ist aber das Interesse an den Protozoen unter den 
deutschen Biologen immer mehr im Schwinden begriffen. Mit diesem Buch méchte der 
Verfasser dazu beitragen, dieses Interesse neu zu beleben. In einer Zeit, in welcher die 
Biologie das Lebensproblem von den verschiedensten Seiten in Angriff nimmt, scheint — 
ihm die Bedeutung der Protozoen vor allem darin zu bestehen, daB sie dem Forscher die 
Méglichkeit geben, eine einzelne Zelle in ihrer Differenzierung, Fortpflanzung und Ver- 
erbung unmittelbar zu studieren. Indem er die Mannigfaltigkeit der Erscheinungsformen — 
vor dem Leser ausbreitet, ist der Verfasser bestrebt, ihn iiberall bis zu den aktuellen 
Fragen der Lebensforschung, soweit die Protozoen zu ihrer Lésung beigetragen haben, 
hinzufiihren. 
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